


. 
sere 


Biochemische Zeitschrift 


»’ Unter Mitwirkung von 


M. Ascoli-Catania, L. Asher-Bern, M. Bergmann-Dresden, G, Bertrand-Paris, A. Bickel- 
Berlin, F. Blumenthal-Berlin, A. Bonanni- Rom, F. Bottazzi-Neapel, @. Bredig - Karls- 
ruhe i. B., R. Doerr-Basel, A. Durig-Wien, F. Ehrlich-Breslau, H. ¥. Euler-Stockholm, 
S. Flexner-New York, J. Forssman-Lund, S. Friinkel-Wien, E. Freund- Wien, H. Freund- 
lich - Berlin-Dahlem, E, Friedberger-Greifswald, E. Friedmann-Berlin, E. Fromm - Wien, 
0. Fiirth-Wien, F. Haber - Berlin-Dahlem. M. Hahn- Berlin, H. J. Hamburger - Groningen, 
P. Hari-Budapest, F. Hayduck-Berlin, E. Hiigglund-Abo, A. Heffter-Berlin, V. Henri- Paris, 
V. Henriques-Kopenhagen, R.0. Herzog- Berlin-Dahlem, K. Hess-Berlin-Dahlem,W. Heubner- 
Gottingen, R. Héber-Kiel, M. Jacoby-Berlin, P. Karrer-Zirich, M. Kochmann-Halle a. 8., 
F. Landolf-Buenos Aires, L. Langstein-Berlin, E. Laqueur-Amsterdam, 0. Lemmermann- 
Berlin, P. A. Levene-New York, L. vy. Liebermann-Budapest, J. Loeb-New York, 8S. Loewe- 
Dorpat, A. Loewy-Davos, H. Liiers-Miinchen, Th. Madsen-Kopenhagen, A. Magnus-Levy- 
Berlin, J.A.Mandel-New York, L. Marchlewski-Krakau, P, Mayer-Karlsbad, J. Meisenheimer- 
Tubingen, L. Michaelis - Nagoya, H. Molisch- Wien, J. Morgenroth- Berlin, E. Miinzer- 
Prag, H. Marschhauser - Diisseldarf, W. Nernst- Berlin, ©. ¥. Noorden- Frankfurt a. M., 
W. Ostwald-Leipzig, J. K. Parnas-Lemberg, Th. Paul-Miinchen, W, Pauli- Wien, R. Pfeiffer- 
Breslau, E. P. Pick-Wien, L. Pineussen- Berlin, J. Pohl-Breslau, Ch. Porcher -Lyon, 
H. Pringsheim-Berlin, P. Rona-Berlin, H. Sachs-Heidelberg, S. Salaskin-St. Petersburg, 
T. Sasaki-Tokio, A. Scheunert-Berlin, A. Schlossmann-Diisseldorf, E. Schmitz-Breslau, 
S. P. L. Sérensen-Kopenhagen, K. Spiro-Basel, E. H. Starling-London, J, Stoklasa-Prag, 
W. Straub-Minchen, K. Suto- Kanazawa, U. Suzuki-Tokio, H.v. Tappeiner- Miinchen, 
K. Thomas-Leipzig, H. Thoms-Berlin, E. Trendelenburg- Freiburg i. br., 0. Warburg- Berlin, 
A. v. Wassermann-Berlin, E. Widmark-Lund, W. Wichowski-Prag, 
A. Wohl-Danzig, J. Wohlgemuth-Berlin 


herausgegeben von 


C. Neuberg- Berlin 


Hundertvierzigster Band 


Berlin 
Verlag von Julius Springer 
1923 








Druck von Friedr. Vieweg & Sohn Akt.sGes., Braunschweig. 

















Inhaltsverzeichnis. 


Steppuhn, O. und S. Brychonenko. Uber die Wirkung von ,,Bayer 205“ 
auf die Blutgerinnung in vivo und in vitro 


Smorodinzew, I. A. und A. S. Nowikow. Der Einflu8 verschiedener 
Praparate der Chiningruppe auf die fermentativen Funktionen des 
Organismus. II. Mitteilung. Der Einfluf einiger Chinins und Harn- 
stoffverbindungen auf die Speichelamylase 


Steppuhn, O. und L. Utkin-Ljubowzoff. Uber das Wesen der Autolyse. 
I. Mitteilung. Uber die Einwirkung von Jod auf Hefeautolyse 


Schoeller, Walter und Adolf Heck. Zur Theorie der Desinfektion . 


Stuber, Bernhard und Minoru Sano. Untersuchungen zur Lehre von 
der Blutgerinnung. VIII. Mitteilung. Uber die Gerinnungshem- 
mung durch Neutralsalze 


Tsuchihashi, Mitsutaro. Zur Kenntnis der Blutkatalase 63 


Fujiwara, Kyoyetsuro. Isolierungsversuche mit SojasAgglutinin und 
Antiagglutinin 113 


— — Isolierungsversuche mit Crotin und Anticrotin 132 


Tsuchihashi, Mitsutaro. Uber die Einwirkung des metallischen Kupfers 
auf Ricin 140 


— — Uber die Einwirkung der Metalle auf Pepsin 149 


Takahata, Tetsugora. Uber die Bedeutung des Glykokolls und des 
Cyankaliums fiir die Ureasewirkung 154 


Jacoby, Martin. Uber Auxostoffe und kiinstliche Zymogene . . . . 158 
- Tsuchihashi, Mitsutaro. Uber die Reinigung der Fumarase 161 
Takahata, Tetsugora. Uber die Bildung der Bakterienurease . . . . 166 
— — Uber die Gewinnung einer Urease-Enzymlésung aus Bakterien 168 
Hagihara, J. Uber Bakterienkatalase. IV 171 


Pringsheim, Hans und Harald Gorodiski. Uber die Sekretion und 
Aktivitat der Speichelamylase 175 


Rusznyak, Stefan. Physikalisch-chemische Untersuchungen an K6rper- 
fliissigkeiten. VII. Mitteilung. Die Umwandlung von Albumin 
in Globulin 

Adachi, Alcira. Beobachtungen iiber die Wirkung von Acetylcholin, 
Pilocarpin, Atropin, Kaliumchlorid, Adrenalin, Calciumchlorid und 
Nicotin auf die Gallenausscheidung am Gallenblasenfistel-Hunde 185 

Starlinger, Wilhelm. Uber die Methodik der quantitativen Bestimmung 
EEE St aera eas arr nee a et ot ede aan Pe 203 











IV Inhaltsverzeichnis. 


Tominaga, Tyuzi. Uber die Bestimmung der Oberflachenspannung 
biologischer Fliissigkeiten mit der Torsionswage ........ 
Collazo, J. A. Uber die Alkalireserve des Blutplasmas bei Avitaminose 
Rubino, P. und J. A. Collazo. Untersuchungen iiber den intermediaren 
Kohlenhydratstottwechsel bei Avitaminose. I. Mitteilung. Gly- 
kogenbildung und -Umsatz bei der Avitaminose ........ 
Euler, Hans v. und Elsa Erikson. Beobachtungen iiber die Muta- 
rotation der Glucose in wasserig-alkoholischen Lésungen . . . . 


Barrenscheen, H. K. und O. Weltmann. Uber fluoreszierende Oxyda- 
tionsprodukte des Bilirubins und deren Bedeutung als Fehlerquelle 


bei dem tiblichen Urobilinnachweis. .............. 
Barrenscheen, H. K. und H. A. Beckh-Widmanstetter. Uber bakte- 
rielle Reduktion organisch gebundener Phosphorséure. . ... . 


Widmark, Erik M. P. und Erik L. Larsson. Bestimmung von Amino- 
siuren mittels konduktometrischer Titration .......... 


Neuberg, Carl. Uber Sulfatase. I. Mitteilung, Uber die enzymatische 
Spaltung der Phenolitherschwefelsiure. Von K. Kurono ... . 


Neuberg, C. und A. v. May. Die Bilanz der Brenztraubensiuregarung 


Rippel, August. Uber die durch Mangan verursachte Eisenchlorose 
Ries tint ERI. oe oa eG eee ras oe ee eg ie 


Loew, Oscar. Uber die Ernahrung der autotrophen Bakterien 


Asada, Kazuo. Experimentelle Untersuchungen iiber den Einfluf der 
Zellsalze auf Eiweifstoffwechsel, Gaswechsel und Kérpergewicht 


Gottschalk, A. Uber die carboxylatische Spaltung der Brenztrauben- 
Mite Tit SOU ORRTENONOIN ek SN So we ae ee G 


Pesch, Karl und Kurt Strelow. Der Einfluf8 der Nebennierenbestandteile 
auf das Wachstum von Bakterien und deren Toxinbildung . . . 


Meyer, Ernst Christoph. Eine Methode zur Bestimmung der Gallen- 
SEEEG 1 AID UOIRIOERE 855 2 a i LTE 


Berczeller, L. und H. Wastl. Uber die Sedimentierung von Suspen- 
sionen und die Senkung der roten Blutkérperchen ....... 


Fuchs, Dionys und Emerich Schill. Experimentelle Untersuchungen 
iiber die Wirkung des PankreaspreBsaftes auf den Stoffwechsel . 


Gyorgy, P. und H. Vollmer. Uber den Chemismus der Atmungstetanie 


Gyorgy, P. und E. Herzberg. Beitrag zum Mechanismus der glykami- 
schen Reaktion nach subkutaner Adrenalinzufuhr. ....... 


Vollmer, Hermann. Die zweiphasische Wirkung des Adrenalins . . 


Stasiak, A. Uber die in vitro auftretenden Veranderungen im Zucker- 
ore erie ee ee ee ee eee 
Barrenscheen, H.K. Uber eine Reaktion des Harnstoffs mit p-Dimethyl- 
I, 18 i EW Se ls AE ee 8 
Lesser, E. J. und K. Zipf. Sind pankreasdiabetische Lebern adrenalin- 
oa as es ee RE 8 REE EES 
— — Die Beeinflussung der Zuckerbildung der Froschleber durch 
RN FN 55 es es ae we 





Seite 


230 


254 


258 


268 


356 


368 


374 
391 


401 
410 


420 


426 


435 








Sen, F 


Efimo! 
ul 


Thiess 
Rona, 
Be 


Sp 
Rona, 
D 


Rona, 
Beloff 


St 


Mand 
K 


Maiw 


Goll 
Lesse 


Aut 





30 
54 


8 


9 


wt 








Inhaltsverzeichnis. 


Sen, H. K. Uber die Garung der «-Keto-n-capronsdure. ...... 
Efimoff, W. W. Die photodynamische Sensibilisierung der Protozoen 

ee COU ROE: VOTE PRIN gn eee i eee eR A ee 
Thiessen, Adolf. Apparat zur Mikro-Ultrafiltration ........ 


Rona, P. und H. Kleinmann. Eine Methode zur nephelometrischen 
Bestimmung kleinster Eiweismengen .. . . «se es ee es 
— — Nephelometrische Untersuchungen iiber fermentative Eiweif- 
epaltung ... 2... Sa yee Pa aa ee. ae ee eee ae 
Rona, P. und K. Grassheim. Studien zur Zellatmung. II. Mitteilung. 
Die Wirkung von Chinin auf die Atmung lebender Hefezellen . 
Rona, P. und E. Mislowitzer. Untersuchungen iiber Autolyse. | 
Beloff +, N. A. Gelatine-Kapillaren. Ein Beitrag zur Modellunter- 
suchungsmethode biologischer Erscheinungen. ......... 
Mandelstamm, Maximilian. Einige Untersuchungen an Gelatine- 
mepuaren.  Vortidufice Mittellung : 3... ke ee te 
Maiweg , Helmut und Fritz Eichholtz. Uber die Meiostagminreaktion 
Lesser, E.J. Uber Warmeproduktion, Kohlensaureabgabe und Milch- 
saurebildung bei der Anoxybiose des Frosches. ........ 
— Das Verhalten des Glykogens der Frésche bei Anoxybiose und 
PUNE IOS: PNM 8 iS es Si eke ee ee ae ethan 6 sith 
Nemec, Antonin und Vaclav Kas. Studien iiber die physiologische 
Bedeutung des Titans im Pflanzenorganismus. ......... 
Brock, Joachim. Wasserstotfionenkonzentration, Kohlensaduregehalt 
und Verhaltnis von Calciums zu Kaliumionen im kindlichen Liquor 
SOUR 3 oyu Soe wile os. eoaa Petes eats os 5 aie 
Petry, Eugen. Uber die Bedeutung der Strahlenabsorption fiir das 
Zustandekommen der biologischen R6ntgenreaktion .... . : 
Gollwitzer-Meier, Klothilde. Zur Frage des lonenaustausches im Blut 
Lesser, E. J. und K. Zipf. Uber Herabsetzung des Blutzuckers beim 
normalen Kaninchen durch Ergotamin ..........-+.. 


Pe Ore ROWED CAS poe es a We eee eee ee 





543 


548 
555 


612 
616 








oe 


Ub 


(Aus | 
Sta 


gewik 
eines 
gehe 
gerin 
ist d 
hatt 
gena 
Inte 
fors 
trof: 
in « 
Blu 
Arb 
auf 
Ver 
ger’ 
Ma 













































Uber die Wirkung von ,Bayer 205“ auf die Blutgerinnung 
in vivo und in vitro. 


Von 


0. Steppuhn und 8. Brychonenko. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
Staatlichen chemo-pharmazeutischen Forschungsinstituts zu Moskau.) 


(Eingegangen am 7. Mai 1923.) 
Mit Abbildungen 1 bis 8 im Text. 


In unserer vorlaiufigen Mitteilung!) haben wir bereits darauf hin- 
gewiesen, daB das Trypanosomenmittel ,,Bayer 205°, in die Blutbahn. : 
eines Kaninchens eingefiihrt, in Abhangigkeit von der Dosis voriiber- 
gehende oder anhaltende Verlangsamung oder Aufhebung der Blut- 
gerinnung hervorruft. Durch Zusatz von ,,Bayer 205“ zu Vollblut 
ist dieselbe Erscheinung in vitro zu beobachten. Vorliegende Arbeit 
hatte zum Ziele, dieser interessanten Beobachtung in den Einzelheiten 
genauer nachzugehen, um erst einmal das Verhiltnis der Dosis zur 
Intensitit der Erscheinung zu ermitteln und nach Méglichkeit zu er- 
forschen, welche Faktoren des Gerinnungsprozesses vom Mittel be- 
troffen werden und zur Ungerinnbarkeit des Blutes fiihren. Gleich 
in den ersten Untersuchungen war eine gewisse Beeinflussung des 
Blutes durch das Medikament aufgefallen. Auch sprachen in ihrer ersten 
Arbeit Mayer und Zeiss?) von einer toxischen Wirkung in erster Linie 
auf das Blut und seine Elemente, die sich in starker regenerativer 
Verinderung neben Animie zeigt, sowie ttber Herabsetzung der Blut- 
gerinnung, die Weichbrodt*) am Menschen bestitigen kann; vgl. ferner 
Mayer*). 


1) O. Steppuhn, H. Zeiss und S. Brychonenko, Arch. f. Schiffs- u. 
Tropenhyg. 27, 1923. 

2) Ebendaselbst 24, 1920. 

3) Berl. klin. Wochenschr. Nr. 2, 1921. 

4) Arch. f. Schiffs- u. Tropenhyg. 26, 1922; Deutsch. med. Wochenschr 
Nr. 40, 1922. 
Biochemische Zeitschrift Band 140. 








In Verbindung mit einer ganz anderen uns interessierenden F rage. 
stellung haben wir auch die Einwirkung von Bayer 205° auf dic 
Wirmeregulation studiert, wir hatten desto mehr Ursache. die Méglich- 
keit einer solchen Einwirkung anzunehmen, als einige Vergiftungs. 
symptome mit ,,Bayer 205° auf die Erregung des Nervus vagus hin- 


wiesen !), 


In vivo -Versuche, 
Zwecks Klarlegung der Verhiiltnisse zwischen Dosis und Ge- 
rinnungsverlangsamung wurde das Mittel, frisch in destilliertem Wasser 
gelést und nicht. sterilisiert, Kaninchen in die Ohrvene eingefiihrt, 
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1) Siehe Anmerkung ') auf Seite 4. 








2 O. Steppuhn u. S. Brychonenko: 


beginnend mit den 
kleinsten, pharmakolo- 
gisch kaum in Betracht 
zu ziehenden bis zu den 
héchsten, den Tod rasch 
herbeifithrenden Gaben. 
Die Gerinnung wurde 
in kleinen, flachen Por- 
zellanschiilchen —_beob- 
achtet (normale Gerin- 
nungszeit 2 bis 4 Min.). 
Diese sonst grobe Me- 
thode geniigte fiir den 
vorliegenden Zweck voll- 
kommen, da es sich um 
Differenzen in der Gerin- 
nungszeit v. mindestens 
mehreren Minuten han- 
delte. Die Temperatur 
des Tieres wurde un- 
unterbrochen registriert. 
Schon 0,1 g ,,Bayer 
205° (Abb. lu. Kolonnel 
der Tabelle I) ruft einige 
Verlangsamung der Blut- 
gerinnung hervor; die 
Temperatur steigt etwas 
im Verlaufe von 2 bis 
3 Stunden (0,5°C) und 
faillt dann wieder ll- 
mihlich zur Norm. 
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Wirkung von ,,Bayer 205“ auf die Blutgerinnung. 3 


0,3 g ,,Bayer 205° (Abb. 2 und Kolonne 2 der Tabelle I) gibt 
bereits sofort nach der Injektion eine vollkommene Ungerinnbarkeit, 
jedoch nach 30 bis 45 Minuten erlangt das Blut die Gerinnungsfihigkeit 
wieder mit einer Verzégerung von 2 bis 4 Minuten auf 10 bis 15 Minuten. 
Die Temperatur des Tieres fdl/t wihrend 35 Minuten um 0,2 bis 0,3°C, 
steigt dann im Verlaufe von 4 Stunden, um schlieBlich etwa 1°C tiber 
der Norm zu erreichen. In dieser Phase nahert sich auch die Gerinnungs- 
fihigkeit immer mehr der normalen. i 

Gaben von 0,4 bis 0,6 g ,,Bayer 205 (Abb. 3 und 4 und Kolonne 3 
und 4 der Tabelle I) rufen in den ersten 45 bis 60 Minuten Ungerinn- 
barkeit und Temperatursturz um 0,8 bis 1,0°C hervor. Ganz allmiahlich 
wird dann das Blut wieder gerinnbar (in 10 bis 20 Minuten lockeres 
Gerinnsel 5 Stunden nach Injektion). Parallel steigt auch die Tem- 
peratur waihrend 5 Stunden, indem sie zuletzt die Norm um 1,5 bis 
1,8°C iibersteigt. In den darauf folgenden Tagen halt eine um 0,8 
bis 1,0°C erhéhte Temperatur an. 

Diese Gaben ziehen bei den Tieren keinerlei merkliche Reaktionen 
nach sich: sie sind munter und gehen niemals ein. 

Hohere Gaben, 0,8 bis 0,9 g (Abb. 5 und Kolonne 5 der Tabelle I) 
haben eine lingere Ungerinnbarkeit des Blutes zur Folge: (etwa 1 Stunde 
30 Minuten) erst nach 1 Stunde 45 Minuten beginnen Spuren einer 
Gerinnung sich bemerkbar zu machen. Die Temperatur stiirzt im 
Verlaufe von 20 bis 30 Minuten um 1,5°C, beginnt aber schon nach 
60 Minuten mit ihrem Anstieg, um die Norm nicht nur zu erreichen, 
sondern auch zu iibersteigen. Oft gehen die Tiere in der darauf folgenden 
Nacht ein und doch, trotz der so ausgeprigten Blutverainderung und 
Stérung des Temperaturgleichgewichts, sind in den ersten Stunden 
nach der Injektion weder Vergiftungserscheinungen noch Krampfe 
oder Kollaps zu beobachten. 

Gaben von 1,5g ,,Bayer 205° sind ausgesprochen toxisch. 

Sofort nach Injektion tritt eine deutliche Pupillenverengung ein. 
Die Temperatur fallt, wenn keine Krampfe eintreten, um 3,0°C und 
mehr. Das Tier ist einem Kollaps nahe, das Blut gerinnt nicht. Von 
Zeit zu Zeit treten eigenartige, mit Nackenkontraktion verbundene 
Krampfe in Erscheinung — in diesen Fallen stirbt das Tier erst in der 
darauf folgenden Nacht. 

In Fallen, wo der Tod schon etwa 25 Minuten nach Injektion ein- 
tritt, beobachtet man andersartige heftige tonische Krampfe, Streckung 
der Beine und des Kérpers, Apnoe, Speichelschaum und Kollaps. 

Als Allgemeinergebnis dieser Beobachtungen wiire zu erwiahnen, 
daB ,,Bayer 205° vor allen Dingen Blutgerinnung und Wdrmeregulation 
beeinfluBt — dieses sind die am friihesten auftretenden sichtbaren 
Erscheinungen. 

1* 








4 O. Steppuhn u. 8. Brychonenko: 


Als kleinste, die sofortige und vollkommene, wenn auch voriiber- 
gehende Ungerinnbarkeit des Blutes hervorrufenden Gaben wiiren 
0,3 bis 0,4g ,,Bayer 205 zu bezeichnen, was, auf die Gesamtmenge 
des Blutes umgerechnet, einen Gehalt von 0,2 % ergibt. Wie wir weiter 
sehen werden, ist gerade diese Konzentration von ,,Bayer 205“ ndtig. 
um Blut in vitro gerinnungsunfahig zu machen. Dieses, wie auch dic 
Tatsache, daB die Ungerinnbarkeit in vivo sofort nach der Injektion 
eintritt, legt den Gedanken nahe, daB das Prinzip der Wirkung in 
beiden Fallen — in vivo wie in vitro — dasselbe und unmittelbar au/ 
das Blut selbst gerichtet sein mu. 

Der Eintritt der Ungerinnbarkeit fallt stets mit der Periode des 
Temperatursturzes zusammen, wobei beide Prozesse, was Intensitiit 
und Dauer anbetrifft, gleich sind. In der Periode des Temperatur- 
anstiegs macht sich auch eine Tendenz zur Wiedererlangung der Ge- 
rinnung bemerkbar, jedoch wird die normale Gerinnungszeit erst 
nach langerer Zeit erreicht, die Temperatur steigt dabei bis zu einem 
Fieberniveau, wobei die Temperaturkurve die charakteristische Form 
eines Bogens erlangt. Es scheint, daB diese beiden Prozesse — Ge- 
rinnungsverlangsamung und Temperaturveriinderung — eng mit- 
einander verbunden sind, im Gegensatz dazu haben die toxischen, 
krampfartigen Erscheinungen nichts damit zu tun und sind wohl als 
Resultate einer unmittelbaren Wirkung des Mittels auf das zentrale 
Nervensystem zu betrachten!). 

Wie bereits Mayer und Zeiss*) feststellen konnten, behilt das 
Serum der mit ,,Bayer 205 vorbehandelten Tiere noch monatelang 
kurative Eigenschaften, was wir auf eine kolloidale Adsorption des 
Mittels durch die Eiwei8stoffe des Blutes*) oder vielleicht auch der 
Zellelemente zuriickgefiihrt habén. In vollem Einklang damit haben 
wir gefunden, daB bei wiederholter Einfiihrung des Mittels die Reaktion, 
was Blut und Temperatur anlangt, viel intensiver ist, wie wenn das 
Mittel in derselben Dosis nur einmal eingefiihrt wird. Es macht den 
Eindruck, als ob die Wirkung bei Reinjektion durch die Summe der 
Gaben beider Injektionen bedingt sei. 


1) Halt man sich an die von H. H. Meyer und R. Gottlieb durchgefiihrte 
Einteilung der zentral wirkenden Krampfgifte in die Gruppe der Gifte, 
fiir die sympathikotonische Erscheinungen charakteristisch sind und deren 
Wirkung mit einem Temperaturanstieg einhergehen, und die Gruppe, fiir 
die vagotonische Erscheinungen charakteristisch sind und die von einem 
Temperatursturz begleitet werden, so wire Bayer 205 in die letzte Gruppe 
einzureihen (Santonin, Pikrotoxin und andere), da es auBer des anfanglichen 
Temperaturabfalles z. B. auch ausgesprochene Mydriasis, Pulsverlang- 
samung usw. hervorruft. Dariiber soll ausfiihrlich an anderer Stelle be- 
richtet werden. 

*) M. Mayer und H. Zeiss, Arch. f. Schiffs- u. Tropenhyg. 25, 1921. 

3) O. Steppuhn, H. Zeiss und S. Brychonenko, ebendaselbst 27, 1923. 
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Wirkung von ,,Bayer 205“ auf die Blutgerinnung. 5 


Ein Kaninchen erhielt 0,6 g des Priiparates (Abb. 4), wonach im 
Verlauf der ersten Stunde Temperaturabfall um 1° C und vollkommene 
Ungerinnbarkeit des Blutes eintraten, danach stieg die Temperatur 
wihrend 4 Stunden um 2,5°C, die Gerinnung blieb gehemmt. Nach 
48 Stunden wurde die Injektion wiederholt (Abb. 8), die Temperatur 
stiirzte in 40 Minuten um 3,0°C und dann weiter allmihlich um noch 
10°. Die subnormale Temperatur hielt 5 Stunden an, wonach ein 
weiterer Sturz bis zu 33°C und Tod im Kollaps eintraten. Das Blut 
blieb bis zum Tode ungerinnbar!). Da vor der Reinjektion das Blut 
normale Gerinnbarkeit hatte und die Temperatur tiber der Norm lag, 
so muB wohl das Mittel in dieser Periode nicht auf den Elementen 
des Blutes, die fir den GerinnungsprozeB nétig sind, fixiert gewesen 
sein und war vielleicht von den Geweben der GefaiBwande und der- 
gleichen adsorbiert. 

Es mu8 auch hervorgehoben werden, da das Mittel nach vor- 
sichtiger Sterilisation mindestens um ein Drittel schwicher wirkte, 
was die Einwirkung auf Blut und Temperatur betrifft. 


Tabelle I. 
Einwirkung von ,,Bayer 205° auf Kaninchen bei einmaliger 
intravenéser Injektion. 
Die Nummern entsprechen denen der Kurven.  bedeutet ,,ungerinnbar**. 
+ bedeutet ,,Tod*. 











k Naz, 3 2 } 3 4 3 5 6 7 
Zeit __ PEABAN: T sc ec : SNES | Ti NERS Coe 
og Dosis: 0,1 0,3 | 0,4 0,6 0.9 15 15g 
jektion 2° ger. || 19 ger. || 0 ger. to ger. t0 ger. to ger. 10 
0 39,3 | 3’ | 388 3’ | 38,7 3’ | 39,0 3’ 39,1 3’ | 39,6 3’ | 39,0 
30° = 39,4 38,7 o | 38,7 wo 382 ow | 379, wo 388 w 40,0 
1h 39.5 38,9 15’ | 385) 25’ |380' ow | 381 ow | 37,6) ow + 
39,5 39,2 38,9 38,6 45’ 38,2 60 | 37,5) @ 
2 39,5 4! | 39,5 39,2 39,3 38,6 36,7 | @ 
39,5 39,7 39,4 39.8 30’ 38,7 
3 39,8 39,7 39,9 39,0 
, 40,0 40.0 40,3 15’ | 39,3 
4 40,0 40,1 40,4 
40,0 40,1 40.6 
5 40,0 40.6 
39,9 40.6 
6 39,7 
39,5 
7 39,3 
39,1 
8 


1) Das Plasma dieses Tieres machte normales Kaninchenblut un- 
gerinnbar, wenn es demselben im Verhiltnis 1: 15 zugesetzt wurde. 
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Tabelle II. Einwirkung von »,Bayer 205“ bei wiederholter Injektion 








Nr.: 8 9 10 
jor ne Dosis: 0.6 II on 056g 
te ger. to ger. to ger. 
0 408 3 398 39.2 3 
39,2 oo 38,5 39,2 a 
jh 37,8 38,2 39,3 2’ 
37,5 38,6 39,6 
2 37,1 38,9 39,8 6! 
37,2 39,3 
3 37,0 o) 39,6 
37,0 
4 37,1 
37,1 oo 
5 37,1 
36,7 
6 36,4 
35,8 
7 ao 
33,0 
8 Tt 


Im Versuch 8 war die erste Injektion 48 Stunden vor dieser und ist 
unter Nr. 4 in Tabelle I angefiihrt. Im Versuch 9 war die erste Injektion 
6 Tage vor dieser und ist unter Nr. 1 in Tabelle I angefiihrt. Im Ver-. 
such 10 einmalige Injektion von ,,Bayer 205“ nach vorheriger Sterilisation 
der Lésung. 


Wie bekannt, liegen Heildosis und toxische Dosis fiir ,»,Bayer 205° 
sehr weit entfernt. Nichtsdestoweniger kann bei mehrmaliger Ein- 
fiihrung therapeutischer Gaben die Gefahr einer Kumulation eintreten. 
Die beschriebenen Verainderungen seitens des Blutes und Warme- 
haushaltes lassen aber die nahende Gefahr der Kumulation viel eher 
erkennen, als daf bedrohliche Symptome im Allgemeinzustand des 
Organismus auftreten. Es wiirde sich demgema8 empfehlen, bei wieder- 
holter Einverleibung von ,,Bayer 205‘‘ wihrend der ersten Stunde 
nach der Eingabe die Temperatur und die Blutgerinnung (aproximativ) 
zu verfolgen. 

Die oben dargelegten Versuche iiber Veriinderung der Blutgerinnung 
unter Einwirkung von ,,Bayer 205“ in vivo gestatten uns festzustellen : 
1. die kleinste, vollkommene Ungerinnbarkeit des Blutes verursachende 
Dosis, 2. die Dauer des Fehlens oder der Verzégerung der Gerinnung. 
Die Frage nach der Ursache der Ungerinnbarkeit war aber damit nicht 
geklairt; es muBte nun festgestellt werden, welche an dem Gerinnungs- 
prozeB teilnehmenden Komponenten dabei geschidigt wurden. Um 
den mit der Erforschung dieser Fragen verkniipften Schwierigkeiten 
bei in vivo-Versuchen aus dem Wege zu gehen, bedienten wir uns 
der in letzter Zeit ausgearbeiteten Methode (Bordet und Delange, 
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Hirschfeld und Klinger und Herzfeld und Klinger) der Isolierung ein- 
z-lner Gerinnungskomponenten. 


In vitro-Versuche. 

Ob nun die Gerinnung ein rein fermentativer oder kolloid-chemischer 
ProzeB sei, bleibe hier unberiicksichtigt. Dariiber ist man sich aber 
einig, daB er in zwei Phasen verlauft: 1. Bildung des Thrombins aus 
Prothrombin mittels Thrombokinase in Gegenwart von Calciumionen, 
2. die eigentliche-Gerinnung als Resultat der Einwirkung von Thrombin 
auf Fibrinogen, wobei Fibrin gebildet wird. Die erste Phase kann 
nur in Gegenwart von Calcium zustande kommen, die zweite verliuft 
auch ohne Calcium, z. B. in Oxalatmedium. Im Plasma sind Pro- 
thrombin und Fibrinogen enthalten, die Formelemente des Blutes 
sind Traiger der Thrombokinase. 

Es muBte vor allen Dingen festgestellt werden, was fiir eine Kon- 
zentration an ,,Bayer 205° die Blutgerinnung in vitro vollkommen 
verhindert. Fiir das Kaninchenblut (Blut anderer Tiere gab davon 
abweichende Zahlen) wurde in einigen Versuchsreihen wiederholt 
etwa 0,2proz. als notwendig und geniigend befunden, um das Blut un- 
gerinnbar zu machen. Es sei ein diesbeziiglicher Versuch angefiihrt 
(Tabelle III): 

Tabelle ITI. 





| 04 | 05 | 06 | 07 08 09 10 Bayer 205* 10 proz. 
0 | 06 | 05 04 | 03 02 0,1 1 Destilliertes Wasser 
Zu 0,leem jeder Verdiinnung zugesetzt je 4,0 Kaninchenblut. 
3 8' 12’ 25’ 
kompl.  kompl. oo kaum kaum keine Gerinnung Gerinnungszeit 


0 
1 


kompl. 


Das durch ,,Bayer 205° uugerinnbar gemachte Blut kann weder 
durch Ca, noch durch Serum oder Thrombokinase (Organextrakt) zur 
Gerinnung gebracht werden — dieses weist darauf hin, daB die Wirkung 
des Medikamentes, von anderem abgesehen, wnmittelbar auf das Fibri- 
nogen gerichtet ist. Um dieser Frage genauer nachzugehen, wurde 
Hundeoxalatplasma durch Vermischen von Hundeblut mit Natrium- 
oxalat und Abscheidung der Formelemente nach zweistiindigem Zentri- 
fugieren, erhalten. Dieses Plasma enthalt Prothrombin, Fibrinogen 
und Spuren von Thrombokinase, es gerinnt nur nach Calciumzusatz 
im UberschuB, und zwar in unserem Falle nach 7 Minuten. Dieser 
Versuch diente uns als Kontrolle. 

Es wurde vor allen Dingen diejenige Konzentration ,,Bayer 205° 
bestimmt, welche die Gerinnung dieses Plasmas trotz Rekalzifizierung 
verhinderte (Reagenzglasversuche bei 11 bis 13°C). Wachsende Mengen 
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Bayer 205° gaben wir gleichen Quantititen Oxalatplasma hinzu, 
wonach das Gemisch rekalzifiziert wurde. 

Es stellte sich heraus, daB bei einem Gehalt von 0,2°% an 
..Bayer 205° das Plasma endgiiltig ungerinnbar wird. Bei geringeren 
Konzentrationen ist die Gerinnung gehemmt. Somit erhalten wir 
hier wieder dieselbe Zahl wie bei den in vivo- und in vitro-Versuchen 
mit Vollblut, was ja auch natiirlich ist. Die Verhaltnisse werden durch 
die Tabellen IV und V illustriert. 














Tabelle IV. 
+ + } + + + | 1,0 Hundeoxalatlpasma 
0,5 0,4 0,3 0,2 0,1 9 | ,Bayer 205“, 5proz. 
+ + ae + + + || 0,15 lproz. CaCl,-Lésung 
fehlt 7’ + Gerinnung nach 30/ 
+ + +. + | Weitere 0,15 1 proz. CaCl,-Lésung 
fehlt Gerinnung 
Tabelle V. 
- _ + + + 1,0 Hundeoxalat plasma 
0,15 | 01 0,05 0,03 0 | ,Bayer 205“, 2proz. 
0,03 0,08 0,13 0,15 0,18 | Destilliertes Wasser 
- — oo + 0,15 lproz. CaCl,-Lésung 
fehlt 24—27' 21’ ‘a Gerinnung 


Alle Versuche fiihrten wir in Reagenzglisern aus, wobei die zu unter- 
suchenden Fliissigkeiten nacheinander zugegeben wurden. Die Benennung 
der entsprechenden Fliissigkeiten ist in der rechten Halfte der Tabelle 
angegeben. Die +-Zeichen links bedeuten, daB die in der rechten Halfte 
angegebene Fliissigkeit in der angegebenen Menge zugesetzt wurde. Die 
Zahlen bedeuten Kubikzentimeter oder Gerinnungszeit in Minuten bei 
Zimmertemperatur von 11 bis 13°C. 

Weder Zusatz von einem Kalkiiberschu8 oder Thrombin in Form 
frischen Kaninchenserums, oder Thrombokinase als Organextrakt fiihrt 
zur Wiedererlangung der Gerinnbarkeit des Plasmas. Es wird augen- 
scheinlich bei gegebener Konzentration das Fibrinogen des Plasmas 
irgendwie veriindert oder gebunden. 

Um die Einwirkung von ,,Bayer 205“ auf das Thrombin zu 
studieren, benutzten wir durch Zusatz von Natriumoxalat von Calcium 
befreites, frisches Kaninchenserum. Wird die Reaktion in Abwesenheit 
von Kalk vorgenommen, so kann ein solches ,,Oxalatserum“ als reine 
Thrombinlésung betrachtet werden, indem man nur mit dem im Serum 
bereits vorhandenen Thrombin rechnet; das Oxalatplasma, als reine 
Fibrinogenlésung, da das in diesen Fliissigkeiten noch vorhandene 
Prothrombin ohne Kalk kein weiteres Thrombin liefern kann. Erst 
bei der Rekalzifizierung mu8B mit Nachschub von Thrombin gerechnet 
werden. Das von uns gebrauchte Kaninchenserum (mit Natrium- 
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oxalat) brachte Oxalatplasma im Verhaltnis 1:15 zur Gerinnung. 
Um die Einwirkung von ,, Bayer 205‘ auf dieses Serum, d. h. Thrombin, 
zu klaren, setzten wir zu gleichen iiberschiissigen Serummengen auf- 
steigende Mengen ,,Bayer 205°‘-Lésung hinzu; nach 15 Minuten wurde 
iiberall gleiche Quantitat Oxalatplasma zugegeben. Wie man aus 
den folgenden Tabellen VI und VII ersieht, hérte die Gerinnung auf, 
wo die Konzentration von ,,Bayer 205° im Verhdltnis zum Serum 
0,2proz. war, im Verhdltnis zum Plasma war die Lésung 0,1 proz., 
zur Gesamtfliissigkeit 0,07 proz. 


Tabelle VI. 





0,5 frisches Kaninchenserum 





1 i ee Sy 8 9 eit Mieka a 

02 | 015 | O01 | 005 | 003 | 0 »Bayer 205%, 1 proz. 

Baa ae a + + + 0,1 lproz. Natriumoxalat 

+ + oe oa on a 1,0 Oxalatplasma 

fehlt 8! 7 7 Gerinnung 
kompakt, Gerinnsel Nach 30’ 0,5 lproz. CaCl, 
Tabelle VII. 
oe + | o oa 1,0 50proz. Kaninchenserum mit 
Natriumoxalat 
0,35 0,2 0,1 0 ,Bayer 205“, 1 proz. 


+ a ae + 0,5 Hundeoxalatplasma 
fehlt fehlt nach 12h | 10 Gerinnung 


Da das Oxalatplasma bei einer solchen ,,Bayer 205°*-Konzentration 
gerinnt, so kann die Verhinderung der Gerinnung in diesem Falle 
nur auf Zerstérung oder Bindung des Serum-Thrombins beruhen. Setzt 
man demgemaB zu den nicht gerinnenden Portionen Kalk hinzu, wo- 
durch Nachschub von Thrombin bewirkt wird, so tritt die Gerinnung 
ein. Selbstverstiindlich wurde in besonderen Versuchen festgestellt, 
daB ,,Bayer 205“ nicht den Kalk (wie Oxal- oder Citronensaure) ver- 
indert: ungerinnbar gemachtes Blut konnte niemals durch Kalkzusatz 
zur Gerinnung gebracht werden. 

Um in den eben dargelegten Versuchen noch mehr die médgliche 
Einwirkung von ,,Bayer 205° auch auf das Plasma auszuschlieBen, 
benutzten wir in anderen Versuchen die minimalsten méglichen Serum- 
mengen (Thrombinlésung). Es stellte sich heraus, daB Serum, welches 
unser Plasma im Verhiltnis 1 : 20 in 7 Minuten zur Gerinnung brachte, 
diese Eigenschaft verlor, wenn ihm anfinglich ,,Bayer 205“ im Ver- 
haltnis 2: 1000 (0,2proz.) zugesetzt wurde. Da in diesem Falle die 
,,Bayer 205‘-Konzentration, auf das Plasma berechnet, nur 0,01 proz. 
ausmachte, so kann hier die Wirkung, da ja nur ein sehr kleiner Teil 
des Fibrinogens geschidigt sein mu8, nur auf einer Thrombinschddigung 
beruhen (Tabelle VIII). 


Rio a bonito eck 
aah sire} ieee dewietfecrae Yn ing VES es 

















10 O. Steppuhn u. 8. Brychonenko: 














Tabelle VIII. 
_ + af. 1,0 Oxalatplasma 
0 0,05 0,07 0,1 Kaninchenserum mit , Bayer 205°, 
0,2 proz. 
0,05 0 0 0 Kaninchenserum, Kontrolle 
7 fehlt 14’ | 5’ Gerinnung 


Eine folgende Beobachtung gibt die Méglichkeit, zu entscheiden, 
ob ,,Bayer 205 auf die Thrombokinase wirkt. Setzen wir durch 
»,Bayer 205“ ungerinnbar gemachtes Blut zu Oxalatplasma und re. 
kalzifizieren die Mischung, so wird, wenn entsprechende Mengen.- 
verhaltnisse gewahrt sind, nicht nur eine Ungerinnbarkeit des Plasmas 
notiert, sondern es tritt eine Beschleunigung der Gerinnung (2- bis 
2,5mal) ein (Tabelle IX). Das Blut fungiert in diesem Falle als Thrombo- 
kinase, trotz ,, Bayer 205‘‘-Gehalt des Blutes. Es wird somit die Thrombo- 
kinase durch ,,Bayer 205° nicht geschddigt. 














Tabelle IX. 
+ +> oe | 1,0 Hundeoxalatplasma 
+ + 0 | 0,5 frisches Blut, ungerinnbar 
| durch 0,3proz. ,Bayer 205“ 
0 ae -_ | 0,3 lproz. CaCl,-Lésung 
fehlt | 3! 8’ | Gerinnung 


Wenn wir bis jetzt ganz allgemein von einer Vernichtung, Schi- 
digung oder Bindung von Fibrinogen und Thrombin gesprochen haben, 
so liegt es daran, daB es uns zu weit fiihren wiirde, im Rahmen dieser 
Arbeit die Einwirkung auf genannte Gerinnungskomponenten durch 
einen genaueren Begriff, auf Beweismaterial gestiitzt, zu charak- 
terisieren. In unserer vorliufigen Mitteilung haben wir aber schon 
angegeben, daB die Einwirkung von ,,Bayer 205°‘ auf Fibrinogen und 
Thrombin eine Teilerscheinung der allgemeinen Eigenschaft des Mittels 
ist, Eiwei8 in Lésungen zu adsorbieren, wodurch dieses seiner physi- 
kalisch-chemischen Eigenschaften beraubt wird. Wir konnten namlich 
zeigen, daB Serum mit ,,Bayer 205‘-Zusatz in der Flamme_ nicht 
koaguliert, durch Sublimat und Tannin nicht ausgefillt wird und 
anderes mehr. 

Die ausgesprochene gerinnungshemmende _ LEigenschaft von 
»,Bayer 205‘, welches in dieser Hinsicht mit Hirudin konkurieren 
kénnte, machen das Mittel zu einem wertvollen Objekt in der hama- 
tologischen Praxis: es mag sein, daB es bei der Bestimmung verschie- 
dener physikalischer Blutkonstanten, der Isolierung der Formelemente, 
der Scheidung von Leucocyten und Blutplittchen, bei Bestimmung 
verschiedener Stoffe im Gesamtblut und dergleichen gute Dienste 
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Wirkung von ,,Bayer 205‘‘ auf die Blutgerinnung. 11 
zu leisten imstande sein wird. Dessen Anwendung bei Bluttransfusionen, 
oder vielleicht zwecks therapeutischer Gerinnungshemmung bei Throm- 
bosis ist nicht ausgeschlossen. Auch kénnte es bei physiologischen 
Arbeiten — so z. B. zur GerinnungsVerhinderung bei Blutdruck- 
registrierung am Kymographion — Verwendung finden, dieses um 
so mehr, als die gerinnungsverhindernden Gaben, intravends ein- 
gefiihrt, nicht merklich die Blutdruckkurve beeinflussen. 


Zusammenfassung. 


1. Durch intravenése Injektion von ,,Bayer 205° bei erwachsenen 
Kaninchen in Gaben von 0,2 bis 0,3 g pro Kilogramm tritt eine zeitliche, 
aber vollkommene Ungerinnbarkeit des Blutes ein. Kleinere Gaben 
rufen nur Gerinnungsverlangsamung hervor. 

2. Dieser Effekt beruht in vivo auf einer wnmittelbaren Einwirkung 
des Mittels auf das Blut selbst; die quantitativen Verhaltnisse ent- 
sprechen genau denen in vitro. 

3. Frisches Blut wird bei 0,2 proz. ,, Bayer 205°*-Gehalt vollkommen 
ungerinnbar; geringere Konzentrationen fiihren zu einer feilweisen 
oder unvollkommenen Gerinnung (lockere Gerinnsel). 

4. Die gerinnungsverhindernde Wirkung von ,,Bayer 205° beruht 
auf der Bindung der fiir den Gerinnungsproze8 nétigen Eiwei8kompo- 
nenten Thrombin und Fibrinogen; es laBt sich die isolierte Bindung 
einzeln an diesen Komponenten demonstrieren. Die Thrombokinase 
wird von dem Mittel nicht beriihrt. Es wire dadurch méglich, die 
Thrombokinasewirkung im Blute quantitativ ohne Mitwirkung von 
Thrombin und Fibrinogen zu verfolgen. 











Der Einflu8 verschiedener Priparate der Chiningruppe 
auf die fermentativen Funktionen des Organismus. 


Il. Mitteilung?). 


Der Einflu8 einiger Chinin- und Harnstoffverbindungen auf die 
Speichelamylase?*), 


Von 
I. A. Smorodinzew und A. S. Nowikow. 
(Aus der chemo-therapeutischen Abteilung des Tropeninstituts Moskau.) 


(Eingegangen am 7. Mai 1923.) 


Obgleich das Chinin eines der altesten und gebrauchlichsten Arznei- 
praparate ist, ist dessen Einflu8 auf die fermentativen Funktionen 
des Organismus und im besonderen auf die Speichelamylase noch 
bei weitem nicht geniigend erforscht. Nach den Beobachtungen einiger 
Forscher beschleunigt eine 0,1 proz. Chininacetatlésung*) ein wenig 
die Wirkung des Ptyalins, des Amylopsins und der Blutamylase‘), 
aber eine ebensolche Chininsulfatlésung verlangsamt die Arbeit der 
Harnamylase®), und eine 0,4 proz. Chininsulfat- und eine 0,02 proz. 
Chininchloridlésung®) verzégern die Spaltung des Glykogens bei Gegen- 
wart von Leberamylase sowohl im iiberlebenden Organ*)®) als in einem 
mittels 0,2proz. Fluornatriumlésung bereiteten Leberextrakt’). Goebel 
gelang es nicht, einen EinfluB einer n/100 Chininchloridlésung auf 
Takadiastase wahrzunehmen, konstatierte aber Verzégerung der Sac- 
charifizierung von Starke durch dieselbe bei Gegenwart einer eben- 
solehen Lésung von freiem Chinin®). 

Alle genannten Autoren nahmen Amylase verschiedenen Ursprungs 
und bedijenten sich verschiedener Methoden, weshalb sie auch mit- 
einander unvergleichbare Resultate erhielten. Wir benutzten das 


1) I. Mitteilung von J. A. Smorodinzew und A. N. Adowa, diese Zeitschr. 
185, 128, 1923. 


*) Mitgeteilt in einer Sitzung der wissenschaftlichen Konferenz des 
Tropeninstituts am 6. Februar 1923. 

*) O. Nasse, Pfliigers Arch. 11, 160, 1875. 

*) BE. Cavazzani, Arch. Phys. suppl. 1899, S. 105. 

5) E. Dubourg, Ann. Past. 8, 302, 1899; EH. Ducleaux, Microbiol. 2, 
§ 314, 1900 

6) K. S. Iwanow, Bildung von Zucker in der isolierten Leber (russisch) 
1905; C. Phys. 19, 891, 1906. 

1) F. Pick, H. B. 8, 174, 1902. 

*) R. E. Goebel, Uber den EinfluB einiger Alkaloide und ihrer Salze 
auf die Wirkung des diastatischen Ferments (russisch) 1905. 
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von Roberts!) und Detmer*) vorgeschlagene und von Wohlgemuth*) 
und Johnson*) ausgearbeitete als das fiir uns vorteilhafteste Ver- 
fahren5), um zu bestimmen, ob Chinin auf Speichelamylase einen 
KinfluB ausiibt und in was fiir Konzentratioj»n es seine Wirkung 
offenbart. : 

Obgleich das Chinin Jod bindet und von diesem gefallt wird, so 
konnten wir doch bei der Aufstellung paralleler Versuche mit und 
ohne Chinin und Benutzung des ,,achromatischen Punktes‘ die Uber- 
zeugung gewinnen, dai die Chininpraparate zum Unterschied von 
ihrem Einflu8 auf Tryptase*®) die Verdauung der Stirke durch das 
Ptyalin férdern, wihrend die Harnstoffverbindungen, die die Arbeit 
der Tryptase stimulieren, im gegebenen Falle einen verzégernden 
Effekt hervorbrachten (s. Tabelle I bis V). 

Moglicherweise hangt hier der Unterschied vom komplexen Cha- 
rakter der Amylase ab; alle erwahnten Autoren bestimmten die redu- 
zierenden Eigenschaften in den Verdauungsprodukten der Starke, 
wihrend wir die Erytrodextrinreaktion zur Richtschnur nahmen. 
Auf Grund dieser Betrachtung darf man mit Recht zulassen, daB das 
Chinin nur die erste Phase des Zerfalls der Starke, d. h. die Arbeit 
der Amylase im eigentlichen Sinne des Wortes, beschleunigt, wahrend 
es auf die Dextrinase, die die Verzuckerung der Dextrine bedingt, 
im Gegenteil verziégernd wirkt. Diese Annahme bedarf experimenteller 
Begriindungen, und sind Versuche solcher Art von uns schon eingeleitet 
und in Angriff genommen. 


Schliisse. 

1. Der Amylasegehalt im Speichel ist nicht immer der gleiche. 

2. Chininchlorid und Chininsulfat wirken beschleunigend auf die 
Aktivitaét der Amylase ein. 

3. Der beschleunigende Einflu8B auf den ProzeB ist dem Chinin 
selbst zuzuschreiben. 

4. Die beschleunigende Wirkung des Chinins auf die Amylase 
wird durch den verzégernden Einflu8 der Schwefelsiure®) und des 
Harnstoffs in den entsprechenden Priparaten eingeschrankt. 

5. Das Chininchlorid legt seine beschleunigende Wirkung_ bei 
0,009 bis 0,014°% Gehalt desselben im Medium an den Tag; das Sulfat 
bei 0,03 %. 


1) W. Roberts, Proc. roy. soc. Ser. B. 32, 145, 1881. 

2) W. Detmer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 7, 1, 1882. 

3) J. Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1908. 

4) W. A. Johnson, Journ. amer. chem. soc. 30, 798, 1908. 

5) I. A. Smorodinzew, Die Fermente des Pflanzen- und Tierreiches, 
T. LU, S. 156, 1920 (russisch). 
6) Derselbe, ebendaselbst, 2. Aufl., T. I, S. 140, 1922. 
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A. 8. Nowikow: 


6. Die Doppelverbindung von Chinin mit Harnstoff wirkt \er- 
zogernd auf die Arbeit der Speichelamylase bei 0,007 bis 0,008 % cer. 
selben im Medium. 


7. Harnstoff und dessen Salze verzégern die Wirkung der Amylase. 

















Tabelle I. 
Einflu8 des Chinins auf Amylase’). 
Reagens 
Nr. ? - Konzentration des Pret — a 
Benennung — Ferments  lplombhrctnea einbeiten 
1 | Wasser .. Speichel (1 : 25) 3 8 
2  Chininhydroe hlorid? 2 n/20 3 7 128 
3. Wasser . ; 4 16 
4 Chininhyv droe hlorid n/20 = 8 256 
5 Wasser 3 4, 16 
6  Chininhy drochlorid n/320 6 64 
i 7 Weeter oo... 4 16 
i 8  Chininsulfat . n/310 és 7 128 
9 Wasser : Pe 4 16 
10 Chininsulfat . n/310 6 64 
11 Wasser : ; 4 16 
12 Salsz. Carbamidchinin ; n/20 alle blau — 
/ 13. Wasser : 5 32 
14. Salzs. Carbamide hinin ; n/200 1 2 
15 | Wasser .. : i 3 8 
16 | Salzs. Carbamidchinin ‘ n/400 a 1 2 
Tabelle II. 
EinfluB des Chininchlorids und Chininsulfats auf Amylase. 
| ¢3¢_ | Minimale bes 
Reagens siz schleunigende 
N Konzentration des | 3 & 2 | Konzentration al 
Nr. idibicipeiestessbacsaasieaalasietsieninocieah diel scat " PE nee a 
Ferments } 338 Chi- 
Benennung ‘Konze 322 Mie yo 
17. Wasser. . Speichel (1:800) blau 
18 Chininhydrochlorid n/20_ | x 6 Meso 0,014 0,013 
19 Wasser . i 3 blau 
20 Chininhy drochlorid | n/800 ; 1 ‘i/o «©: 0,011 0,010 
21 Wasser. . 2 blau 
22 Chininhydrochlorid n/1000 ‘ | ‘/i000 9,009 0,008 
23. Wasser. . a blau 
24 Chininhydrochlorid n/1000 x l 1/1000 9,009 0,008 
25 Wasser . Tepes “i blau | 
26 Chininsulfat . . . n/310 ‘ 1 — 'si9 =: 0,030 | 0,026 
i 27. Wasser . 4 a blau 
28 Chininsulfat n/310 4 1 M519 «0,030 0,026 





) In dieser und den folgenden Tabellen sind die typischen Fille aus 
einer groBen Anzahl von uns ausgefiihrter analoger Versuche angefiihrt. 
*) Die Lésungen der von uns in vorliegender Arbeit benutzten Chinin- 
und Harnstoffverbindungen wurden liebenswiirdigerweise von Frau Dr. 
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Einflu8 verschiedener Chinin- und Harnstoffverbindungen. II. 15 


8. In Salzsiuren, Salpetersiiuren, schwefelsauren Salzen des 
Harnstoffs hangt der verzégernde EinfluB auf die Amylase vom 
Anion ab. 

9. Der nicht ionisierende freie Harnstoff iibt auf den ProzeB eine 
weit sehwachere Wirkung aus. 

10. Freier Harnstoff offenbart seine verzégernde Wirkung bei 
einer Konzentration von 0,02°, und dessen Salze schon bei 0,0009 
bis 0,0011 %. 

11. Gleiche Chinin- und Harnstoffpriparate wirken direkt ent- 
gegengesetzt auf die Speichelamylase und Pankreastryptase. 


Tabelle III. 
EinfluB einer Doppelverbindung von Chinin mit Harnstoff auf Amylase. 











S36 Minimale 

Reagens Sa2 _verzdgernde ob 
Nr Konzentration des 3 ee Saas des 
a ; Ferments 3 ae Chis 

Benennung my $2 | tua | % |" 
29| Wasser... Speichel(1:200) alle 
30 Salzs.Carbamidchinin | n/20 e 8 —Vyog9 | 0,008 0,006 
31 Wasser... : alle 
32 Salzs.Carbamidchinin n/200 i 5 "Wigo9 | 0,007 0,005 
33. Wasser . . alle 
34 Salzs.Carbamidchinin n/400 - 4 | 'ieo9 | 0,007 0,005 
35 Wasser... ‘ alle 
36 Salzs.Carbamidchinin 1/800 B 3 7/4809 | 0,007 0,005 
Tabelle IV. 
Einflu8 des Harnstoffs und dessen Salze auf Amylase. 

1 Slccabia ee seaenepsihesihesti | Konzentration OR dy 2 Zabl der 
Nr. Konzens des Ferments losen Pros Ferment: 

Benennung tration bierréhrchen einheiten 
ae ee era ae Speichel (1: 25) 3 8 
Sr n/20 . 1 2 
39 | Wasser Ger erbN x hang 4 16 
40 | Harnstoff....... n/20 2 4 
41 Wasser . . Be in ik s 3 8 
42 Carbamidchlorid . . ae n/20 S alle blau - 
43 | Wasser .. a B 4 16 
44 Carbamidchlorid. |. . n/20 alle blau — 
45 | Wasser ... Prati, - 4 16 
46 Carbamidnitrat yee is n/20 ‘i alle blau _ 
47 Wasser .. BS atte ‘ 4 Ss 
48 Carbamidnitrat a ae n/20 is alle blau — 
49 Wasser .. a ah * 3 8 
50 Carbamidsulfat Jaws! 36 n/20 a alle blau ~ 
51 Wweeler 2° .. Hae e 4 16 


52 Carbamidsulfat ghigeseaty n/20 ‘i alle blau — 
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Tabelle V. 
KinfluB des Harnstoffs und von dessen Salzen auf Amylase. 
§ g Minimale 
| Reagens Konzentration é : 5 ki prio ccm rl io 
1 eosin aes Bee ot ae 
| Peomowne coe] meme dg] Me) gy ot 
ed bo, ae Speichel(1:200) alle 
54 Harnstoff ... . |n/20 ss "i & | M45 | 0,0187 | 0.0187 
o5||Wasser ..... | 5 alle 
56 Harnstoff .... n/40 p 3 Myo =, 0,0187 | 0,0187 
OL WOM. ik & alle 
58 |Harnstoff ... . /n/20 af 4 | %gq | 0,0187 | 0.0187 
59]}Wasser ....., ui alle 
60 |Carbamidchlorid . | n/20 . 8  *NWise9  0,0019 | 0,001) 
61||\Wasser ..... is alle (Aus d 
= ee 'n/200 : : M/y600 9,0015 | 0,0009 staat 
BE os ie a alle 
64 Carbamidchlorid , | n/400 a 4 — Vig09 | 0,0015 | 0,0009 
65||\Wasser ..... alle 
66 Carbamidnitrat | n/20 : 8 Misco 0,0024 0,001) W 
Ol WM sg ee . alle 
68 |Carbamidnitrat . |n/200 = 5 — Nigoo = 0,0019 | 0,0009 ferme! 
69 Wasser alle . 
eres * § n 
70 |Carbamidnitrat . n/400 4 1/409  0,0019 0.0009 -, 
Ti Tee ag alle in ein 
72 Carbamidsulfat | | n/20 : 8 Yyg9 00021 0.0011 der Si 
73 ||Waseer ..... a alle ee 
74 | Carbamidsulfat . 'n/200' 5 8) eee 0.0017 | 0.0009 des * 
75||\Wasser .... . : alle siuret 
76 | Carbamidsulfat . | n/400 * 4 Migoo 90,0017 0.0009 eigene 
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Uber das Wesen der Autolyse. 


I. Mitteilung. 
Uber die Einwirkung von Jod auf Hefeautolyse. 


Von 
0. Steppuhn und L. Utkin-Ljubowzoff. 


(Aus der Abteilung fiir experimentelle Pathologie und Pharmakologie des 
staatlichen chemo-pharmazeutischen Forschungsinstituts zu Moskau.) 


(Eingegangen am 23. Mai 1923.) 


Wenn auch die Abderhaldensche Lehre iiber die Spezifitat der Abwehr- 
fermente in ihren letzten theoretischen und praktischen Konsequenzen 
sich nicht allgemeiner Anerkennung erfreut, so wurzelt sie immerhin 
in einer kaum zu bezweifelnden einheitlichen biologischen Auffassung 
der Stoffumsatzprozesse, insbesondere der EiweiBkérper: Aufspaltung 
des SpeiseeiweiBes bis zu den letzten Bausteinen, den Amino- 
siuren, Wiederaufbau jenseits der Darmwand in den Organen nach 
eigenen Gesetzen und Wiederabbau dort je nach Bedarf. Durch diesen 
letzten Punkt gerade, der so bedeutungsvoll ist und so vernachlissigt 
wurde, sind die Organproteasen wieder zu Ehren gekommen. Nun 
liegt aber leider keinerlei experimentelle Méglichkeit vor, der Ver- 
iinderung der Organproteasen in vivo, so wie wir es fiir das Serum 
kénnen, beizukommen. Die postmortale Autolyse ist das einzige Phi- 
nomen, welches uns eine Spaltung des Organeiweibes durch Organ- 
ferment offenbart, und da kommen wir immer wieder an den zweifel- 
vollen Punkt, ob eben die Autolyse eine, wenn auch korrumpierte 
Wiederspiegelung der im Organ normal verlaufenden Proteolyse in 
vivo darstellt. 

Es setzt sich wohl M. Jacoby') iiber die diesbeziiglichen Zweifel hinweg, 
und doch ist seine Beweisfiihrung, wenn auch vielleicht méglich, so immerhin 
wenig tiberzeugend. Wenn auch die schwach alkalische Reaktion der Siafte 
geniigen wiirde, um eine glimmende Autolyse in Geweben nicht zu verhindern, 
so ist es doch nicht verstandlich, auf welche Weise eine solche aktive Sauerung 
der Gewebe erreicht werden konnte, um in kiirzester Zeit umfassende 
Gewebseinschmelzung zu besorgen, wie wir das z. B. aus den Beobachtungen 


1) M. Jacoby in Oppenheimers Handbuch der Biochemie 2, 176. 


Biochemische Zeitschrift Band 140, 2 
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Mieschers') am laichenden Lachs kennen. Es ist eben nicht zu umgehen, 
da8 das Optimum der Autolyse bei einer physiologisch undenkbarey 
Wasserstoffionenkonzentration liegt. Méglich ist es ja, daB das autolytische 
Organferment eine der mannigfaltigen Organproteasen darstellt, latent 
in den Zellen als Proferment ruht oder, in seiner Wirkung gehemmt, anderen 
Proteasen das Feld riumt. Erst bei Zerst6rung der Zellgemeinschaft, |e; 
EntbloBung der Zellinhalte werden alle Hemmungen durchbrochen, eine 
Anhaufung von ersten sauren Spaltungsprodukten tritt ein, dieses ziige|t 
die nur bei alkalischer Reaktion tatigen Tryptasen und legt sie schlieBlich 
brach, das autolytische Ferment mit seinem Optimum bei saurer Reaktion 
behalt das Feld und fiihrt zur endgiiltigen Sprengung der EiweiBkomplexe. 
So oder anders — bewiesen ist bis jetzt in keiner Weise, ob das uns von der 
Autolyse her bekannte Ferment einzig und allein dasselbe ist, welches die 
Rolle der Organprotease in vivo spielt, ob es nur eines der vielen Organ. 
proteasen ist mit bescheidener physiologischer Rolle, oder gar ob es niemals 
in vivo zur Geltung kommt und sich nur in postmortalen Prozessen mani- 
festiert. 

Dieser erwaihnten Frage niher nachzugehen, ist Zweck der von uns in 
Angriff genommenen Arbeit, iiber deren erste Ergebnisse wir in den vor- 
liegenden Mitteilung berichten *). 

J. Jobling und W. Petersen*) haben die interessante Tatsache fest- 
stellen kénnen, daB ungesittigte Fettsiuren die Verdauung von Casein 
durch Trypsin hemmen und daB die Hemmung der Jodzahl der entsprechen- 
den Fettséiuren proportional ist. Als Ausgangspunkt dieser Beobachtung 
diente die Frage nach den Ursachen der schlechten Selbstverdauung tuber- 
kulés verkaister Herde im Organismus. Diese Erscheinung soll darin ihre 
Erklarung finden, da die lipoidreichen Tuberkelbazillen ungesattigte 
Fettséuren enthalten, deren Seifen als Antiproteasen fungieren. Verkistes 
Driisenmaterial wird nur dann einer Trypsinverdauung zugiinglich, wenn 
es durch Ather-Chloroform von Fett befreit wurde. Nur die verseiften un- 
gesaittigten Fettsiuren sollen als Antifermente funktionieren kénnen, desto 
weniger klar ist es, wie eine Ather-Chloroformextraktion die Hemmungs- 
k6érper beseitigen kann. Immerhin ist die Beobachtung von gréBtem 
Interesse; es soll nimlich eine Jodvorbehandlung des verkisten Materials 
die Trypsinangreifbarkeit bedeutend vermehren, wodurch auch die thera- 
peutische BeeinfluBbarkeit der Tuberkulose durch Jod erklirt werden 
kénnte. Da®B Jod auch einen anderen Proze8 der Proteolyse, und zwar 
der Autolyse, positiv beeinfluBt, war schon friiher bekannt. 

L. Kepinow*) hat nimlich feststellen kénnen, daB Zusatz von Lugol- 
scher Lésung zu Leberbrei die Selbstverdauung dieses Materials bedeutend 
férdert; injiziert man Tieren Jod intravenés, so gewinnt deren Leber das 
Vermogen, stirker zu autolysieren wie die Kontrolle. 

M. Kaschiwabara*), welcher gegen die Kepinowschen Versuche so sehr 
ins Feld zieht, bestatigt sie schlieBlich im Peinzip, was Jodwirkung anbetrifft, 


1) Die histochemischen und physiologischen Arbeiten von Fr. Miescher, 
Bd. II, Leipzig. 

*) Diese einfiihrenden Worte betrachten wir als allgemeine Einleitung 
zu den von uns in Aussicht genommenen Arbeiten iiber Autolyse. 

8) Zeitschr. f. Immun. 28, 71. 1915. 

*) Diese Zeitschr. 37, 238, 1911. 

5) Zeitschr. f. phys. Chem. 82, 425, 1912. 
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Uber das Wesen der Autolyse. I. 19 


nd daB Kepinow in 0,5proz. natronalkalischer Lésung autolysierte, wie 
Kaschiwabara meint, geht aus keiner Stelle der Kepinowschen Arbeit hervor. 
Es ware ja mdéglich, anzunehmen, da auch diese Jodwirkung auf einer 
Absaittigung der ungesittigten Fettsiureverbindungen des Autolysen- 
materials beruhen kénnte, daB mit anderen Worten Joblings Theorie auch 
auf die postmortale Proteolyse auszudehnen sei. Andererseits konnte 
Kepinow feststellen, da jodierter Leberbrei nicht stirker, eher weniger 
von Trypsin angegriffen wird als Leberbrei ohne Jodzusatz, auch steigt 
der antitryptische Index nach Jodinjektion, was einmal gegen J. Joblings 
Theorie spricht, zweitens aber, durch den angegebenen Jodeffekt Autolyse 
und tryptische Spaltung scharf unterscheidet. Dagegen haben Baer und 
Loeb!) zeigen kénnen, daB Serumzusatz die Autolyse hemmt, woraus sie 
den SchluB ziehen, daB dem Autolyseferment und dem Trypsin ein ge- 
meinsames Antiferment gegentibersteht. So oder anders — wir kommen 
immer wieder auf die eingangs aufgeworfene Frage, ob das Autolyseferment 
und die uns vom Serum her bekannten teilweise auch aus den Organen 
ausgeschwimmten Tryptasen zu identifizieren seien. 

In Anbetracht einer gewissen Konsonanz zwischen den Versuchen 
von J. Jobling und denen von L. Kepinow schien es uns von Interesse, 
nachzuforschen, ob der Chemismus der Jodwirkung auf die Autolyse 
durch die Joblingsche Theorie der Jodierung von Antiferment erklart 
werden kénnte. Es muBte vor allen Dingen die férdernde Einwirkung 
von Jod auf Autolyse einer Nachpriifung unterzogen werden, da 
Kepinows Vorgehen (Kaschiwabara hielt sich an die Methode Kepinows) 
rein methodisch ja mancherlei Mingel aufweist: die angewandten 
Jodmengen sind enorm, wobei eine richtige Jodierung des Substrates 
in alkalischer Lésung bei 40°C durchgefiihrt wurde; die Frage nach 
der Jodwirkung auf den ProzeB der Autolyse verwandelt sich dadurch 
in die Frage nach Autolyse jodierten Eiweifsubstrates. Sollte sich die 
fordernde Wirkung von Jod auf den AutolyseprozeB bestatigen, dann 
miBte, wenn die Joblingsche Theorie in diesem Falle anzuwenden 
ware, Fettextraktion des Autolysematerials dieses in ein von Jod un- 
beeinfluBbares Material verwandeln. Diesbeziigliche Versuche wurden 
angestellt. Die Autolyse wurde mit Hefe durchgefiihrt, was methodisch 
bedeutende Vorteile hat — es konnte in beliebiger Menge einheitliches, 
gut aufhebbares Material in Form der Lebedeffschen Trockenhefe be- 
schafft werden, dadurch waren auch individuelle Schwankungen aus- 
geschlossen, die so sehr in der Arbeit Kepinows hervortreten. Was 
aber den ProzeB von Hefeautolyse selbst anbetrifft, so ist er nicht 
zu weit von der tierischen Proteolyse entfernt: die Antiprotease der 
Hefe hemmt auch die Trypsinwirkung?) und das Serumantitrypsin 
hemmt die Hefeendotryptasewirkung’). Da unsere Fragestellung 


1) Arch. f. exper. Path. 58, 1, 1905. 

2) Buchner und Haehn, diese Zeitschr. 26, 171. 

3) Kammerer und Mogulesco, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 12, 16. 
o* 
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gerade auf die Jodwirkung des Antiferments hinauslaufen sollte, . 
schien uns der Ersatz von tierischem Autolysematerial durch Hefe. 
autolyse gestattet. 


Die Methodik 

unserer Versuche war wie folgt: Genau abgewogene Mengen Trocken- 
hefe (etwa 0,2g) werden in kleine Erlenmeyerkélbchen eingetragen 
und mit wenig Wasser angeriihrt. Nach Zufiigen von 2 bis 3 Tropfen 
lproz. Starkelésung wurde n/100 Jodlésung hinzugegeben, und zwar 
schuBweise zu je 1 ccm, nachdem die Blaufarbung der vorhergehenden 
Portion verschwunden war. Dabei ging die Entfarbung immer langsamer 
vor sich. Wir fiigten Jod hinzu, bis die Blaufarbung wahrend 10 Mi- 
nuten nicht mehr verschwand. Das Volumen wurde in allen Kélbchen 
auf 10 cem gebracht und etwas Thymol als feines Pulver hinzugefiigt 
Die Portionen wurden verkorkt im Thermostaten bei 37°C der Auto. 
lyse tiberlassen. Wir benutzten Thymol als Antiseptikum, da ja Chloro- 
form oder Tolftiol das Lipoidgleichgewicht der Zellen in Joeblingschem 
Sinne beeinflussen kénnte. Nach Verlauf der entsprechenden Zeiten 
wurde das ungespaltene EiweiB nach Barnstein!) mit Kupfersulfat- 
natronlauge gefailt, die Fliissigkeit auf 50ccm gebracht und durch 
einen kleinen Faltenfilter filtriert. In 10 cem des Filtrats (gleich 1/5 de1 
Gesamtmenge) wurde der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt; als 
Vorlage dienten 3 cem n/10 H,S0O,, die Riickfiltrierung geschah mittels 
n/50 Na,S,O0, nach Hinzufiigen von KJO, und KJ. Einige Versuche 
wurden mit gréBeren Hefemengen durchgefiihrt, dann wurde mit 
n/20 Jodlésung jodiert, Ammoniak in n/10 H,SO, aufgefangen und 
mit n/10 Natronlauge zuriicktitriert. Wir verfiigten iiber 3 Serien von 
Hefepriparaten. Die ersten zwei Priparate stammten vom Jahre 1922. 
das dritte, ,,Zymin‘“, von ungefihr 1912. Es wurde in ihnen Gesamt- 
stickstoff und EiweiBstickstoff mit folgendem Ergebnis bestimmt: 





|| Gesamtstickstoff Eiweifstickstoff Differenz 


%o % % 

Trockenhefe Nr. 5...... 9,14 7,52 | 1,62 
” og Beane 8,32 7,51 0,81 
PURINE PS er IAS 7,71 6,51 1,20 


Um die Praparate auf ihre autolytische Fahigkeit zu priifen, wurden 
entsprechende, in Tabelle I zusammengefa8te Versuche angestellt: 


1) Landw. Versuchsstation 54, 327, 1900. Da das EnteiweiBungs- 
verfahren durch Kupferhydroxyd bei Versuchen mit Hefeautolyse gut 
anwendbar ist, geht aus den Arbeiten von Kostytschew und Brilliant 
(Zeitschr. f. phys. Chem. 91, 372) sowie von Zalessky und Schataloff (diese 
Zeitschr. 55, 63) hervor. 
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Tabelle I. 
1 2 3 4 5 6 
Ab N i N Autolysiertes or de 
Praparat Hefemenge Filtrat —Filtrat_ | Ewes || Dauet der 
mg % OF Of, utolyse 
Trockenhefe Nr. 5 . 244.0 12,6 5,17 47,2 49h 30’ 
” 5 8. 247,5 12,9 5,22 47,9 49 30 
» a. 210,0 11,0 5,24 59,0 46 
. « &. 203,0 10,5 5,16 58,0 46 
SIP Ce es 201,0 11,2 5,57 67,2 50 


Wie aus der Tabelle zu ersehen ist, autolysierten alle Hefeproben 
ziemlich stark. In den folgenden Tabellen geben wir nur die der Kolonne 5 
der Tabelle I entsprechenden Zahlen an. 


Einwirkung von Jod auf die Hefeautolyse. 


Die Versuche werden mit dem Praparat Nr. 5 durchgefiihrt. Bei 
der oben besprochenen Jodbehandlung geniigten bereits schon 2cem n/100 
Jodlésung. Die Dauer der Autolyse betrug 23 Stunden. 





Tabelle II. 
Lit. Milieu wo Relativer Zerfall 
0 
RS Sr ae a 37,3 100 
B ‘ + 2cem n/100 J 43,6 117 


Es folgt aus dem Versuche, daB Jod die Autolyse férdert, die 
Zahlen entsprechen ungefahr denen von Kaschiwabara (I. c.) fiir Leber- 
brei. 

Es sollte nun festgestellt werden, in welchem Sinne ein weiterer 
Jodzusatz die Autolyse beeinfluBt. Die von uns angegebene Jodierungs- 
methode muB als eine auBerst vorsichtige bezeichnet werden, wodurch 
sie sich ganz prinzipiell von der Kepinowschen unterscheidet, es kénnte 
namlich ein weiterer Jodzusatz zu einer partiellen Jodierung des Sub- 
strates fiihren oder durch andere Eingriffe ein entgegengesetztes Re- 
sultat zeitigen. 


Tabelle III. 


Dauer der Autolyse bis 26 Stunden. Praparat Nr. 5. 





EiweifSzerfall 


Lit. Milieu Of Relativer Zerfall 
A WOM iu eee Beis 38,1 100 
B » + 1,0cemn/100J 443 116 
C a +20 ,n 100 J 46,1 121 
D mi + 3,0 n/100 J 41,0 108 
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Tabelle IV. 


Dauer der Autolyse bis 24 Stunden. Praparat Nr. 5. 








Lit. Milieu oe Relativer Zerfall 
0 
A er | 36,9 100 
B »  +1,5cemn/100JT | 42.0 114 
Cc +2,0 , n/100J 41,7 113 
Tabelle V. 
Lit. Milieu ee | Relativer Zerfall 
0 
fe NE es Si 38,2 100 
B 4 -+ 2,0cemn/100J 43,2 113 
C es +2,5 , n/100J 36,9 97 
D as +3,9 , n/100J 36,1 95 


Die angefiihrten Zahlen bestitigen einmal die Tabelle II und 
zeigen auBerdem, daB ein weiterer Jodzusatz nicht eine weitere For- 
derung, sondern eine Hemmung der Autolyse nach sich zieht. Die 
anfinglich angewandte Jodkonzentration (2ccm n/100 Jod) ist als 
optimale zu betrachten, was durch alle Versuche bestitigt werden 
konnte. Wodurch der beobachtete Umschlag von Férderung zu 
Hemmung bedingt wird, ist schwer zu entscheiden — wir haben es 
hier nicht mit einer Lésung zu tun, sondern mit einem heterogenen 
Gemisch, in welchem die Reaktion zwischen Jod und dem Substrat. 
auf welches es einwirkt, verschiedentlichen Einfliissen seitens anderer 
im Reaktionsmedium vorhandener Komponenten unterworfen sein 
kann. Es ist die Annahme nicht unberechtigt, daB bei Jodiiberschul} 
eine langsam eintretende Jodierung des EiweiBsubstrates den Um- 
schlag bedingt, dann miiBte man sagen, daf Jod den fermentativen 
AbbauprozeB des normalen EiweiBsubstrates fordernd beeinfluBt, aber 
jodiertes EiweiBsubstrat an und fiir sich von den Fermenten schwerer 
als normales angegriffen wird. Dieses stimmt auch mit den Resultaten 
von Kepinow (l.c.) iiber tryptische Verdauung jodierten Leberbreies 
tiberein. : 

Zur Bestatigung obiger Befunde stellen wir analoge Versuche mit 
Praparat Nr. 50 und mit ,,Zymin‘‘ an. Die Jodierung dieser Praparate, 
besonders ,,Zymin‘‘, geht viel langsamer vor sich. Die Ergebnisse 
sind aus Tabelle VI und VII zu ersehen. Es sei besonders hervor- 
gehoben, daB das Maximum der Autolyseférderung nicht bei 2 ccm, 
sondern schon bei 1 ccm Jodzusatz liegt, wonach scharf ausgesprochene 
Hemmung eintritt. Auf erdem ist die Férderung in viel geringerem 
MaBe ausgesprochen wie bei Praparat Nr. 5. 
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Tabelle VI. 


Dauer der Autolyse bis 68 Stunden. Praparat Nr. 50. 





EiweiSzerfall 


Lit. Milieu . Relativer Zerfall 
A We kk are Ss 57,7 100 
B - + 1,0cemn/100J3 61,7 107 
C " +20 , n/100J 54,9 95 
D + 3,0. n/100J 49,5 86 


Tabelle VII. 


Dauer der Autolyse bis 67 Stunden. ,,Zymin“. 





Eiweifzerfall 


Lit. Milieu Relativer Zertall 
Oy 

rere ie arn 56,2 100 

B , +1,0cemn/100J | 58,0 103 

Cc " 4290, n/l00J | 53,1 04 

D » +30 , n/100J || 45,1 80 


Besonders schwach wird die ,,Zymin‘‘-Autolyse durch Jod beeinfluBt. 
Wie aus dem Vergleich von Tabelle I mit den Tabellen II bis VII 
zu ersehen ist, steht iiberhaupt die Intensitaét des férdernden Jod- 
effekts auf die Autolyse im umgekehrten Verhiiltnis zur autolysierenden 
Fahigkeit des Hefepraparates. Diese Tatsache lockt uns wieder zu 
den Joblingschen Konzeptionen: Je weniger Antiprotease (ungesattigte 
Fettsiure), desto weniger kann Jod etwas ausrichten, je weniger Anti- 
protease, desto starker aber die urspriingliche Proteolyse. 

Aber auch an eine andere Erklirungsméglichkeit dieser Beob- 
achtung muB gedacht werden, die iiberhaupt die Spezifitat der Jodierung 
auf die Autolyse in Frage stellt. Wie bekannt, liegt das Reaktions- 
optimum fiir die Autolyse in saurer Lésung; wir bestimmten nicht 
den Azidititsgrad unserer Priiparate, es ist aber anzunehmen, dab 
das wahrend 10 Jahren im Laboratorium aufgehobene ,,Zymin*™ saurer 
ist als die anderen Priparate. Wir wissen nicht, was durch Jodzusatz 
,,jodiert’* wird, sollten es aber EiweiBkomponenten oder eiweiSartige 
Korper sein, so erfolgt die Reaktion mit einer Siurebildung nach der 
Gleichung: RH + J, = RJ + HJ; zwecks Wegraumen saurer Pro- 
dukte wird deshalb bei EiweiBjodierung Alkali zugesetzt. Sollte also 
auch in unserem Falle die anfingliche Jodierung zur Bildung von 
Jodwasserstoffsiure fiihren, dann kénnte iiberhaupt die ganze fordernde 
Wirkung von Jod auf Autolyse durch Verschiebung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration nach der fiir die Autolyse optimalen Seite erklart 
werden. Um die Frage experimentell zu priifen, gaben wir in einer 
Versuchsreihe zu den Kontrollkélbchen Siaure hinzu im Verhiltnis 
eines halben Jodiquivalentes, entsprechend der angefiihrten Gleichung. 
Statt Jodwasserstoffsiure nahmen wir die zugiinglichere Chlorwasser- 
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stoffsiure, da beide Siuren ungefahr gleich dissoziiert sind. Es wurde 

in diesem Falle mit groBeren Mengen (etwa 1 g) des Priaparates Nr. 5 

gearbeitet. Die Resultate sind in Tabelle VIII zusammengestellt. 
Tabelle VIII. 


Dauer der Autolyse bis 25 Stunden. Priparat Nr. 5. 





Lit. Milieu eos Relativer Zerfall 
%Cl 

A Wasser + 2cemn/40HCI 41,9 100 

A , +2, n/40HC) 417 100 

B og * ay 50,4 119 

B oe 49,5 119 


Nachdem Zalessky) festgestellt hatte, daB dem KJ eine férderndc 
Wirkung auf die Hefeautolyse zukommt, muBte auch gepriift werden, 
ob der geringe Jodkaliumgehalt (0,04°% KJ bei optimaler Jodkonzen- 
tration) der gebrauchten Jodlésung die Verstirkung der Autolyse 
bedingen konnte. 

Wie aus der Tabelle IX zu ersehen ist, geniigen diese Jodkalium- 
konzentrationen in keiner Weise, um die Autolyseverstarkung zu er- 
klaren. Im Gegenteil, es scheint sogar eine geringe Hemmung zu be- 
stehen. 














Tabelle IX. 
Dauer der Autolyse bis 46 Stunden. 
Rig a 
A | Scns rae RO ae oe er ee 43,7 
B | »  +1,0ecm 0,2proz. JK 41,7 
C | 5 Sp Be; O84, JK 41,6 


Aus den Versuchen geht hervor, daB die férdernde Jodwirkung 
auf die Autolyse weder durch eine Saurewirkung, noch durch den 
Jodkaliumgehalt der Jodlésung erklirt werden kann, daB im Gegenteil 
Jod eine spezifische Wirkung bei der Autolyse zukommt. 


Kann die Jodwirkung auf die Autolyse durch Brachlegung 
der Antiprotease (ungesittigte Fettsiure) nach Job/ing erklirt werden? 
Wie schon mehrfach erwahnt, kénnte eventuell die Jodwirkung 
auf die Autolyse eine Erklirung durch die Joblingsche Theorie finden. 
Sollten den ungesittigten Fettsiuren auch bei autolysierten Prozessen 
die Bedeutung von Antiproteasen zugeschrieben werden kénnen, dann 
wire die Jodierung des Autolysenmaterials mit einer Absattigung der 


doppelten Bindungen durch Jod und also mit einer Freilegung der 


1) Zalessky und Schataloff, diese Zeitschr. 69, 294, 1915. 
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proteolysierten Wirkung verbunden. Ware dem so, dann miiBte, ent- 
sprechend den Jobling schen Versuchen mit verkistem Driisenmaterial, bei 
Fettextraktion der Hefe einmai die absolute Starke des Autolysen- 
prozesses anwachsen, zweitens aber auch die Jodwirkung verschwinden. 
Entsprechende Versuche wurden von uns angestellt. 

Wir extrahierten Trockenhefe 24 Stunden mit Chloroform im 
Soxhletapparat, wonach das Chloroform aus dem Hefematerial durch 
Trocknen bei niedriger Temperatur entfernt wurde. Mit der so vor- 
behandelten Hefe wurden die oben erwihnten Versuche angestellt. 
Zwei Versuchsreihen sind in Tabelle X und XI zusammengefaBt. 


Tabelle X. 
Dauer der Autolyse bis 42 Stunden. 





Praparat Nr. 5 extrahiert Praparat Nr. 50 extrahiert 


Lit. Milieu || Eiweifszerfall Relativer Eiweifzerfall Relativer 
i] ol Zerfall of, Zerfall 
All| Wassr........)| 44,5 100 475 | 100 
B » +1leemn/100 J 47,7 107 50,0 105 
C | » +2, n/100J 50,6 114 43,3 91 
D | +3 , n/100J 43,5 98 37,0 78 


Tabelle XI. 
Dauer der Autolyse bis 45 Stunden. 





Lit. Trockenhefe Nr. 5 Eiweifizerfall 
% 

A Nicht extrahiert .. . 44.6 

B Extrahiert ...... 44.5 


Wie ersichtlich, blieb also trotz Chloroformextraktion der Hefe 
die férdernde Jodwirkung auf die Autolyse erhalten, das extrahierte 
Material autolysierte ebenso stark wie das nicht extrahierte. Man 
kénnte vielleicht glauben, daB das Chloroform keine Fettsubstanzen 
mit doppelter Bindung extrahiert hatte — unsere Versuche lehrten 
das Gegenteil. Wir bestimmten den absoluten Gehalt der Hefeproben 
an mit Chloroform extrahierbaren Substanzen und die Jodzahlen der 
Extrakte. Daraus wurde berechnet, wieviel Jod notwendig ist, um 
die doppelten Bindungen von in | g Hefe enthaltenden Fettsubstanzen 
zu sattigen. Die diesbeziiglichen Zahlen sind in Tabelle XII gegeben. 


Tabelle XII. 








- Fettgehalt mgJ notwendig um die doppelten 

Priperat TF Jodzehl Bindungen von 1g Hefe zu sattigen 
Trockenhefe Nr. 5 1,48 78,8 11,7 
c , 50 1,75 87.3 15,1 
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Wie wir sehen, ist keinerlei Beziehung zu entdecken zwischey 
der zur Absittigung der doppelten Bindungen der Extrakte nétiver 
Jodmenge und derjenigen, die gerade noch die Autolyse fordert. Méglic) 
ist es ja, daB durch die auch noch so lange Chloroformextraktion niclit 
alle Fett- und Lipoidsubstanzen entfernt werden; zur Lésung de 
LipoideiweiBbindungen gehéren schirfere Eingriffe, welche das Ferment 
zerstoren wiirden. Immerhin zeigt das Chloroformextrakt eine Jod. 
zahl, enthalt also ungesittigte Bindungen in der Fettfraktion; sollte 
die Joblingsche Theorie in unserem Falle anzuwenden sein, dann 
miipte der zu erwartende Effekt nach Extraktion der Hefe eintreten — 
dieses war nicht der Fall. 

Um das Kapitel der ungesiittigten Fettsaureseifen nicht unberiick- 
sichtigt zu lassen, welche bei den Trypsin-Caseinversuchen Jobling: 
im Reaktionsmedium als Antiproteasen fungierten, stellten wir ent- 
sprechende Versuche bei der Hefeautolyse an. Wir beobachteten dic 
Autolyse bei Zusatz von oleinsaurem und palmitinsaurem Natron. Es 
trat allerdings eine Hemmung, und zwar unabhiingig von der doppelten 
Bindung, in beiden Fallen ein. Es stellte sich heraus, daB die starke 
Hydrolyse der Seifen in wiisseriger Lisung zu einer gewaltigen An- 
reicherung des Milieus an Hydroxylionen fiihrt, was auch sofort di: 
Arbeit des Ferments beeinfluBt. Solche Versuche kénnen natiirlich nu 
unter steter Kontrolle der Wasserstoffionenkonzentration durchgefiihri 
werden, was, wie es iibrigens scheint, von Jobling unterlassen wurde. 

Auch noch von einer anderen Seite versuchten wir der Frage bei- 
zukommen, um mogliche Beziehungen zwischen der Einwirkung von 
Jod auf die Autolyse und der Joblingschen Theorie aufzudecken. 
Wie bereits eingangs erwihnt, hemmt Serum die Autolyse (Baer und 
Loeb, |. c.), was durch den Antiproteasegehalt des Serums erklart wird. 
Sollte Serumantiprotease durch Chloroformbehandlung brachgelegt 
werden, wie J. Jobling!) angibt, dann miBte im Einklang mit seinen 
Konzeptionen chloroformbehandeltes Serum nicht mehr die Autolyse 
hemmen kénnen. 

Um die Saurewirkung der Hefen auf die Antiprotease auszu- 
schlieBen, um den ProzeB in einem fiir das Serum verwendeten Milieu 
einzuteilen, arbeiteten wir in gepufferter Lésung (Phosphat; py = 7,35). 
Serum wurde ganz genau nach J. Jobling!) mit Chloroform behandelt, 
in die Kontrolle gelangte nur Chloroform ohne Serum, der zweite 
Versuch lief mit Chloroformzusatz ohne Serumbehandlung, wobei eben 
so viel Chloroform als Unterschichtung in das Kélbchen gelangte. Das 
weitere ist aus Tabelle XIII zu ersehen. 


1) Jobling, Petersen und Eggstein, Zeitschr. f. Immunititsforsch. 24, 
460, 1916. 
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Tabelle XIII. 


Dauer der Autolyse bis 24 Stunden. Trockenhefe Nr. 50. 





Lit. Milieu oe Relativer Zerfall 
bo 
A | Wasser-+-Chloroform ....... 26,3 100 
B » > 2cem Ser.-+ Chloroform . 22,4 85 
C ie + 2 ecm Chloroformbehandl., 
MUN re orn) ghee cae rein A 22,1 84 


Der Stickstoff des Serums wurde natiirlich in Rechnung genommen. 
Der Versuch wurde mit verschiedenen Abanderungen vielmals wieder- 
holt, wobei auf Lit. B, auch ohne Chloroformzusatz durchgefiihrt, 
mehr Chloroform genommen wurde usw. Das Ergebnis war immer 
dasselbe: Serum hemmt die Autolyse in gleichem Mae, ob es mit 
Chloroform behandelt wurde. Somit ist auch von dieser Seite her 
keinerlei Beziehung zwischen der Jodierung der Autolyse und den 
von J. Jobling beobachteten Tatsachen zu entdecken. Die Autolyse 
wird durch Jod deshalb nicht geférdert, weil das Jod ungesittigte 
Fettsiurebindungen belegt. Aus allen dargelegten Beobachtungen 
mu8 der SchluB gezogen werden, daf entweder die Joblingsche Theorie 
nicht auf die Autolyse angewendet werden kann, oder daB sie an und 
fiir sich richtige Beobachtungen, aber falsche Interpretationen in sich 
birgt. In einer der nichsten Mitteilungen werden wir Gelegenheit 
haben, darauf naher einzugehen. 


Zusammenfassung. 

1. Unter Beibehaltung bestimmter Konzentrationsverhiltnisse 
fordert Jod die Hefeautolyse. 

2. Bei weiterem Jodzusatz tritt eine Hemmung ein, was wahr- 
scheinlich durch die Jodierung des Substrates erklart werden muB. 

3. Der fordernde Einflu8 von Jod auf die Autolyse kann nicht 
durch die Joblingsche Theorie der antitryptischen Wirkung un- 
gesittigter Fettsiuren erklirt werden. 
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Zur Theorie der Desinfektion '). I. 1 

P II. ] 

. — I. | 

Walter Schoeller und Adolf Heck. Es h 

(Aus der medizinisch-chemischen Abteilung des chemischen Instituts amphoter 

! Freiburg i. Br.) Natur als 
(Eingegangen am 28. Mai 1923.) und das K 
: ; ; raum als 
Mit 2 Abbildungen im Text. Komplex 

1. Zur Einleitung. metallise 

In ihren klassischen Untersuchungen haben Paul und Krénig (1) tritt ree 

gezeigt, da die Desinfektionskraft der Schwermetallsalze, z. B. dic weiBen : 

f des Quecksilbers mit dem Gehalt seiner wiasserigen Lésung an Queck- Verbindt 
silberionen parallel geht. Sie fanden nimlich, daB der Zusatz biologisch ona 


nur in re 


indifferenter Elektrolyte die Desinfektionswirkung in dem gleichen “on 
der einz 


Mae herabzusetzen vermag, wie die elektrolytische Dissoziation der 


betreffenden Quecksilbersalze dabei zuriickgedringt wird, und daher elektrom 
sprechen Paul und Krénig folgerichtig die Quecksilberionen als die keiten, 
eigentlichen Trager der Desinfektionswirkung an. Durch , 

Die Frage, wieweit sich die organischen Quecksilberverbindungen das Gle 


in das Paul und Krénigsche Gesetz einbeziehen lassen, ist von Schrauth 
und Schoeller (2) einer eingehenden Priifung unterzogen worden. Aus- 
gehend von der Oxy-Quecksilberbenzoesiure 
‘ CO,H 
| 
4 \—Hg .OH 








als Grundtyp konnten diese Autoren zeigen, daB dem Quecksilber 
trotz seiner Komplexbindung an dem Benzolkern geniigend _,, Rest- 
affinitat verblieben ist, um biologische Wirkungen gegeniiber patho- 
genen Keimen aufern zu kénnen. Diese Verbindungen stehen in ihren 
besten Vertretern an Desinfektionsvermégen dem Sublimat kaum nach, 
obwohl eine wasserige Lésung derselben keine Quecksilberionen zu bilden 
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1) Vorgetragen auf der Vereinigung Siidwestdeutscher Hochschul- 
E lehrer der Chemie zu Heidelberg; 22. April 1923. 
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vermag und demzufolge weder Metalle amalgamiert noch EiweiBlésungen 


koaguliert. 

Ihre Dissoziation ist vielmehr aufzufassen als ein Gleichgewicht 
mehrerer Dissoziationszustande, welche sich, um bei dem Beispiel des 
oxy-quecksilber-benzoesauren Natriums zu bleiben, durch folgende 
Schemata wiedergeben laBt. 

I. NaO,C.C,H,.HgOH = Na++~—0,C.C,H,.HgOH 
II. NaO,C.C,H,. HgOH == NaO,C.C,H,.Hg + OH- 

II. NaO,C.C,H,.HgOH = Nat++~—0,C.C,H,.Hg*++ OH- 

Es handelt sich in vorliegendem Falle um die Dissoziation eines 
amphoteren Elektrolyten mit wahrer Salzbildung in bezug auf seine 
Natur als Siure. Denn bei der Elektrolyse wandern das Natriumion 
und das Komplexion NaO,CC,H,Hgt zur Kathode, wobei im Kathoden- 
raum alsdann unter stark alkalischer Reaktion die Reduktion des 
Komplexions durch naszierenden Wasserstoff erfolgt, so daB auch 
metallisches Quecksilber kathodisch abgeschieden wird. An der Anode 
tritt Sauerstoffentwicklung ein unter gleichzeitiger Abscheidung eines 
weiBen Niederschlages, welcher aus dem Anhydrid der betreffenden 
Verbindung besteht. Die Existenz der Dissoziationsstufe II] konnte 
experimentell mit Sicherheit nicht nachgewiesen werden, da sie wohl 
nur in recht geringem Mafe vorhanden ist. Die Gleichgewichtskonstante 
der einzelnen Phasen I und IJ zu bestimmen, begegnete schon bei der 
elektrometrischen Messung der OH-lIonenkonzentration Schwierig- 
keiten, die uns veranlaBten, diese Frage vorlaiufig zuriickzustellen. 
Durch Leitfihigkeitsmessungen lieB sich aber immerhin zeigen, dah 
das Gleichgewicht des Schemas I bevorzugt ist. 
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1) Aminosauren 2)Veronalrest 3)Hg -Dibenzoésiure 


Schrauth und Schoeller konnten nun feststellen, daB die Desinfektions- 
kraft in dem Mafe abnimmt, als die am Quecksilber haftende Hydroxy]- 
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gruppe durch andere negative Reste ersetzt wird, welche weniger 
Tendenz zur Bildung der Dissoziationsstufe II aufweisen. Der Wirkungs. 
grad fallt bei dem Ersatz des OH durch Br, Cl, N-haltige Reste iiber J, 
CN und Schwefelverbindungen steil ab, um schlieBlich ginzlich ge- 
schwunden zu sein, wenn die zweite Valenz des Quecksilbers ebenfalls 
komplex an einen elektronegativen organischen Rest gebunden ist. 
wie etwa in der Quecksilber-Dibenzoesiure der Formel: HO,C.C,H, 
.Hg.C,H,.COOH. Aus der folgenden Tabelle ist dies leicht zu ersehen. 

Es hat somit den Anschein, als ob das Dissoziationsgleichgewich 
des Schemas II fiir das Zustandekommen der biologischen Wirkung von 
Bedeutung ist, denn in dem MaBe, als die Méglichkeit zu seiner Bildung 
abnimmt, sehen wir auch die Desinfektionskraft abnehmen. Es liegen 
also hier Beziehungen vor, die mit den von Paul und Krénig an Salzen 
gefundenen Gesetzmibigkeiten eine befriedigende Analogie aufweisen, 
wenngleich, wie gesagt, keine Quecksilberionen in der Lésung vorhanden 
sind. 

Fernerhin haben aber Schoeller und Schrauth (3) im Verlauf ihrer 
Untersuchungen noch auf das Vorhandensein eines zweiten Faktors 
hingewiesen, der sich indessen nicht mehr in das Paul und Krénigsche 
Gesetz einbeziehen la8t. Durch neu in den Benzolkern eintretende 
Substituenten naimlich wird die Desinfektionskraft der Oxy-Queck- 
silber-Benzoesiure bzw. ihres Natriumsalzes vermehrt oder vermindert 
im Sinne der nachfolgenden Tabelle II. Unter Zeit ist diejenige Anzahl 
von Minuten verstanden, in welcher Staphylokokken, die auf gerauhten 
Glasperlen aufgetrocknet waren, von den wiisserigen Lésungen der 
Priparate in n/80 Konzentration abgetétet werden. Die chemischen 
Symbole bedeuten den Substituenten, der jeweils in das Molekiil der 
Oxy- Quecksilber-Benzoesiure eingetreten ist. 

Wir sehen aus dieser Tabelle deutlich den verbessernden Einfluli 
des neu in den Kern eintretenden Halogens oder Alkyls bzw. Oxalkyls, 
wobei interessanterweise sogar die Stellung im Benzolkern einen Unter- 
schied in der biologischen Wirkung bedingt. Andererseits fallt es auf, 
wie sehr negative oder positive salzbildende Gruppen den Wirkungsgrad 
verschlechtern, doch zeigt sich wiederum deutlich bei den Alkylderivaten 
der Oxy-Quecksilber-Anthranilsiiure der bessernde Einflu® des Alkyls. 

Damit ist sofort ersichtlich, daB es sich bei der Einwirkung des 
Desinfiziens auf die Bakterie nicht um chemische Krifte handelt, 
etwa im Sinne einer Salzbildung bzw. Bindung nach Art der Komplex- 
salze, wie Karrer (4) sich die Einwirkung des Salvarsans auf das Trepo- 
nema pallidum vorstellt. So war die Frage um so interessanter, welche 
physikalisch chemischen Faktoren hier bestimmend eingreifen; denn 
wenn es gerade die chemisch indifferenten Gruppen sind, welche die 
biologische Wirkung steigern, so lag es nahe, an die Beziehungen zur 
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Nurkose zu denken. Auch dort vermégen Alkylgruppen die Wirkung 
bekanntlich erheblich zu steigern, wihrend Sulfogruppen und andere die 
Hydratation begiinstigende Substituenten sie herabsetzen. Nun ist 
der Teilungskoeffizient im Sinne der Hans Horst Meyer und Overton- 
schen Theorie im vorliegenden Falle in der Entfaltung seines Einflusses 
gehemmt, da die hier verglichenen Oxy- Quecksilber-Carbonsiuren als 
Natriumsalze zwar eine sehr groBe Wasserlislichkeit, aber nur eine 
recht geringe Léslichkeit in organischen Solvenzien besitzen, selbst 
nicht einmal in Methyl- oder Athylalkohol. 
Tabelle IT. 
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Es erschien uns somit als die aussichtsreichste Aufgabe, den An- 
schluB8 an die Vorstellungen zu suchen, welche neuerdings Otto War- 
burg (5) von der Narkose entwickelt hat. Er sieht ihr Wesen in der Ver- 
dringung des Substrates von katalytisch wirkenden Oberflichen, und 
demzufolge besteht nach seinen Untersuchungen bei den Narkotika 
ein weitgehender Parallelismus zwischen Adsorption und Wirkungs- 
stirke, der sich im Modellversuch z. B. gegen Tierkohle nachpriifen 
laBt. Wir haben deshalb zunichst die Adsorption des oxy-quecksilber- 
toluylsauren Natriums (Afridol, Bayer) gegen wechselnde Mengen 
Tierkohle untersucht und die so gewonnenen Resultate mit anderen 
Vertretern der Tabelle II von geringerer biologischer Wirksamkeit 
verglichen. 

2. Versuchsanordnung. 

Bei allen Versuchen kam als Adsorbens ,,Carbo medicinalis, 
Merck*‘ zur Verwendung von etwa 30°, Wassergehalt, welche sich von 
geniigender Reinheit erwies. Die Lésungen der Natriumsalze der ver- 
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schiedenen Oxy-Quecksilber-Carbonsiuren waren in der Weise her. 
gestellt worden, daB die zugehérigen Anhydride im analysenreinen 
Zustand in geringem Uberschu8 abgewogen, in der gewiinschten Menge 
n/80 Alkali gelést und filtriert wurden, um einen UberschuB8 von freiem 
Alkali tunlichst zu vermeiden. 

50cem der jeweils zu priifenden Lésung wurden mit der genau 
gewogenen Kohlenmenge 10 Minuten auf der Maschine geschiittelt 
und nach halbstiindigem Stehen Proben zur Analyse abfiltriert. Zur 
Feststellung der in der Lésung verbliebenen Anteile lassen sich teils 
Titrations-, teils gravimetrische Bestimmungen verwenden. 

Die Méglichkeit einer Titration ergibt sich aus den folgenden Be- 
ziehungen. Wird eine Lésung von oxy-quecksilber-toluylsaurem Natrium 
mit Jodnatrium im UberschuB versetzt, so geht die Verbindung quanti- 
tativ im Sinne der folgenden Gleichung in das Jodnatrium-Komplexsalz 
der betreffenden Jodquecksilbertoluylsiure iiber, unter Abspaltung 
eines Molekiils Alkali. 


CH, CH, 
| | 
—CO,Na —CO,Na 
+2NaJ = -J +NaOH 1) 
\ -HgOH \ ped. 
Afridol ‘Na 


Dieses abgespaltene Molekiil Natronlauge ist mit Schwefelsiure 
und Phenolphthalein als Indikator titrierbar, ohne daB die komplexe 
Quecksilberverbindung sich stérend bemerkbar macht. Unter den 
wichtigsten merkurierten Carbonsiuren haben wir zunichst nur die 
folgenden ausgewahlt, um feststellen zu kénnen, ob der EinfluB der 
Nebengruppierung auf die Desinfektionskraft mit den Ergebnissen der 
Adsorptionsversuche iibereinstimmen wiirde. 


Tabelle III. 









——_ - 
|| Léslich machende Nebens = Stellung im 
Nr. Name | Gruppe gruppierung | Benzolkern 


1 Oxy-quecksilber-benzoesaures Na —COONa | —H ortho 
2 Oxy-quecksilber-o-toluylsaures Na 
Fa A EE aor een ae —COONa | —CH, - 
3 | Oxy-quecksilber-anthranilsaur.Na —COONa | — NH, 
4  Oxy-quecksilber-salicylsaures Na —COONa | —OH 


Das verwendete Verfahren mége am Beispiel einer nahezu n/S\) 
Afridollésung geschildert werden. Zunachst wurde der Titer der Lésung 
ermittelt, wobei 10 cem der Ausgangslésung z. B. 8,50 cem n/80 Schwefel- 
siure bis zur eben beginnenden schwachsauren Reaktion verbrauchten. 
Von dieser Lésung wurden 50 ccm 10 Minuten mit 0,25 g Kohle auf det 
Maschine geschiittelt und nach halbstiindigem Stehen abfiltriert 
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Waihrend die vurspriingliche Afridollésung gegen Phenolphthalein 
praktisch nicht ansprach, zeigte der Indikator nunmehr kraftige alkalische 
Reaktion an. Dieser Uberschu8 an freiem Alkali wurde in Proben von je 
10cem zuriicktitriert und verbrauchte im Durchschnitt 2,00 ccm 
n/80 Schwefelsiure. Eine so neutralisierte Lésung nimmt auf Zusatz 
von tberschiissigem Jodnatrium, entsprechend dem der Lésung noch 
verbliebenen Restgehalt an nicht adsorbiertem Afridol, im Sinne der 
obigen Gleichung 1) abermals alkalische Reaktion an, was sich sofort 
in starkem Ansprechen des Indikators anzeigt. Auch dieses Quantum 
Alkali haben wir mit n/80 Schwefelsiure titriert, wozu im Durchschnitt 
3.70 cem erforderlich waren. 

Aus dem Auftreten von freiem Alkali nach dem Schiitteln mit 
Kohle, das sich in diesen sowie in allen folgenden Versuchen in wechseln- 
den Mengenverhiltnissen zeigte, geht deutlich hervor, daB die ver- 
wendeten komplexen Quecksilberverbindungen nicht lediglich eine 
molekulare Adsorption erfahren, sondern neben den adsorbierten 
Molekiilen der Natriumsalze der Oxy-Quecksilber-Carbonsauren 
miissen zum Teil auch deren Anhydride im Sinne des folgenden Schemas 
adsorptiv gebunden sein, wenn freies Alkali in der Lésung verbleiben soll. 
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Entsprechend den titrimetrisch ermittelten Werten enthalt das 
Adsorbat somit 56,4°% der angewendeten Substanzmenge, wovon 
23,5°%, in Form des Anhydrids gebunden sind, wihrend sich in der 
Lésung noch 43,6% der urspriinglichen Quecksilberverbindung be- 
finden und auBerdem 23,5°% freies Alkali. 

Ahnliche Spaltungen von adsorbierten Molekiilen sind auch von 
anderen Autoren beobachtet worden, so speziell von H. Freundlich (6) 
bei der Aufnahme basischer Farbstoffe. Da in unserem Falle aber die 
Lésung alkalischen Charakter annimmt, steht im Widerspruch zu den 
Anschauungen von L. Michaelis (7), welcher der Kohle nach den bis- 
herigen Erfahrungen geradezu einen Neutralisationseffekt zuschreibt. 
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Uber diese Divergenz Klarheit zu schaffen, soll indessen einer besonder:y 
Untersuchung vorbehalten bleiben. Da die Versuche an den anderen 
Quecksilberpraparaten analoge ‘Ergebnisse erbracht haben, so wahien 
wir zu ihrer Darstellung die Form der nachstehenden vier Tabelley, 

In den einzelnen Spalten der vorstehenden Tabellen sind auf. 
gefiihrt die angewendete Kohlenmenge m in Grammen, die in 50 cem 
Lésung enthaltene Substanzmenge a in Millimolen, die adsorbierte 
Stoffmenge x in Millimolen, die Gleichgewichtskonzentration c, ferner 
die gefundenen und nach der Adsorptionsisotherme x/m = k.c be. 
rechneten x/m-Werte und schlieBlich die Konstante k obiger Forme. 

GemaB der verschiedenen Adsorptionen der untersuchten Ver- 
bindungen als Molekiil- und als Anhydridanteil gelten fiir jeden Stoff 
zwei untereinanderstehende Tabellen. 


8. Deutung der Versuchsergebnisse. 


Kin Vergleich der in den vorstehenden Tabellen enthaltenen 
Versuchsergebnisse zeigt, da die Gesamtadsorption der Praparate, 
gleiche Konzentration vorausgesetzt, einen ziemlich konstanten Wert 
besitzt, welcher im Durchschnitt fiir n/80 Lésungen 80% nahekommt ; 
nur das Afridol zeigt hier merkwiirdigerweise einen kleineren Wert. 
Betrachten wir hingegen die Tendenz, Alkali abzuspalten und als 
Anhydride die adsorptive Bindung einzugehen, so sehen wir, daB diese 
vom Salicylsiure- iiber das Anthranilsiure-Derivat zum Afridol an- 
steigt. 

Um indessen von der prozentualen Adsorption unabhingig zu 
sein, welche fiir den molekularen und Anhydridanteil nur relativ kleine 
Unterschiede anzeigt, haben wir an Hand obigen Zahlenmaterials 
die Giltigkeit der Freundlichschen Adsorptionsisotherme x/m = k.c” 
nachgepriift. Die Konstante & stellt dann ein zuverlissiges MaB fiir dic 
Adsorption dar, denn sie ist es, welche die subjektiven Einfliisse des 
adsorbierten sowie adsorbierenden Stoffes enthailt und wiedergibt. 





Tabelle IV. Oxy-quecksilber-toluylsaures N atrium (Afridol, Bayer). 








50cm Lésung | Adsorbierte |Gleichgewichts-||  Adsorbiert || 
Ketone “enthalt Pw at ern ~ pro 1g Kohle | oor 
on | a@ Millimole |-__— ——|] , tionss 
| Substanz ae e | alm gef. | z|m ber. || konstante 
a) Gesamtadsorption. 
025 | 0,5310 0.2995 | 0,01157 1,195 | 1,195 {ko = 3,15 
0,20 | 0,2650 0,1880 0,00390 0,940 0,940 | 
0,10 0,1325 0,0860 0,00230 0,860 0,805 
b) Anhydridadsorption. 
025 {| 0,5310 0,1320 0,01157 0,528 0,528 k = 2,88 
0,20 0,2650 0,0750 0,00390 0,370 | 0,345 


0,10 0,1325 0,0370 0,00230 0,370 0,288 
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Tabelle V. Oxy-quecksilber-benzoesaures Natrium. 


5Occm Lésung  Adsorbierte — Gleichgewichts- Adsorbiert | 

Kohlemenge enthalt Substanzmenge bamiane || pro 1g Kohle | Adsorps 
a Millimole : tionss 
Substanz at ¢ | a/m gef. x|m ber. || konstante 


i] 
a) Gesamtadsorption. 

0,25 0,394 0,303 0,0045 1,210 07 (ky = 3,5 

0,20 0,197 0,160 0,0018 0,80 97 

0,10 -- — — — 


b) Anhydridadsorption. 
0,25 0,394 0,086 0,0045 0,34 033 (k= 3,0 
0,20 0,197 0,040 0,0018 0,24 0,24 
0,10 | — _ _ — ~ 


m 


Tabelle VI. Oxy-quecksilber-anthranilsaures Natrium. 





| 50 ccm Lésung Adsorbi | Gleichgewic ..| Adsorbiert } 

Kohlemenge | enthalt Setmaiones ye. onary } pro 1g Kohle | 
o | @ Millimole Hi 

|  Substanz 


Adsorp: 


tions. 


| 
' 
| a 

x c | alm get. |m ber. || konstante 


a) Gesamtadsorption. 
025 | 0,496 0,3835 0,00563 1,565 | 1,56 | ky = 7,0 
0,20 0,248 0,2130 0,00175 1,065 1,11 
0,10 | 0,109 0,0946 0,00073 0,946 1,08 
b) Anhydridadsorption. 
0,25 0,496 0,1240 0,00563 0,496 | 0,496 
0,20 0,248 0,0694 0,00175 0,347 0,345 
0,10 0,109 0,0298 0,00073 0,298 0,273 


Tabelle VII. Oxy-quecksilber-salicylsaures Natrium. 





| 00com Lésung | Adsorbierte  Gleichgewi tse Adsorbiert | 
r : } gewichtss || : ‘ 
Kohlemenge | 4 — Substanzmenge konstante || PFO 1g Kohle | yang 
= Substanz bal e alm gef. x|m ber. konstante 


a) Gesamtadsorption. 


0,6125 0,490 0,00613 || 1,960 | 1,960 ky = 7,74 
0,3200 0,280 0.00201 1,400 1,450 
0,1575 0,129 0.00142 1,290 1,320 


b) Anhydridadsorption. 

0,6125 0,1097 0,00613 0,438 0,438 k= 1,49 

0,20 0,3200 0,0670 0,00201 0,335 0,342 

0,10 0,1575 0,0310 0,00142 0,310 0,310 
In der obigen Formel bedeutet x die adsorbierte Substanzmenge 
in Millimolen, m die Menge des Adsorbens in Grammen, c¢ die Gleich- 
gewichtskonzentration, k und mn sind empirische Konstanten. Die 
aus den Versuchen sich ergebenden Werte fiir x/m und ¢ wurden in 
ein logarithmisches Netz eingetragen und aus der resultierenden Ge- 
raden die Konstante n, die Tangente des Winkels, den die Gerade 
mit der Abszisse bildet, ermittelt. Die Konstante k wird aus der loga- 
rithmierten Adsorptionsgleichung berechnet. Mit Hilfe dieser Kon- 
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stanten sind die in obigen Tabellen angefiihrten «/m-Werte abgeleii 
Der Vergleich der gefundenen und errechneten x/m-Werte bewcist 
die Giiltigkeit der Adsorptionsisotherme innerhalb des von uns unter. 
suchten Gebiets. 

Ubertragen wir die in vorstehenden Tabellen wiedergegebenen 
Erfahrungen tiber den Adsorptionsvorgang der vier organischen Queck. 
silberverbindungen auf das Phainomen der Desinfektion, so ergilt 
sich das folgende Bild. Auch die Bakterien bzw. ihre Spore wird offen}ar 
zweierlei Adsorptionsweisen ausiiben kénnen, indem sie auf ihre: 
Oberflaiche einerseits Molekiile, andererseits aber deren Anhydrid: 
adsorbiert. Diese beiden Adsorptionen sind biologisch nicht gleich. 
wertig, denn erstere ist reversibel, letztere aber nicht. Wird das Test. 
objekt nach der Einwirkung des Desinfiziens in bekannter Weise mehr- 
fach und griindlich mit reinem Wasser nachgewaschen, so kénnen die 
Molekiile der adsorbierten Alkalisalze leicht wieder in Lésung gehen, 
da ihre Adsorption, wie alle echte, reversibel ist. Indessen ist der als 
Anhydrid adsorbierte Anteil in Wasser wie auch in organischen Sol- 
venzien praktisch unléslich und somit irreversibel auf der Zelloberfliche 
gebunden. 


Hier scheint uns das Moment gegeben, welches der Trager der 
biologischen Wirkung ist. Die Konstanten k naimlich der irreversiblen 
Adsorption der Anhydridanteile miissen wir demzufolge als ein zuver- 
lassiges Ma® fiir die Ursache der biologischen Wirkung ansprechen. 
Wenn wir uns auch dariiber klar sind, daB die Zellhaut bzw. Plasma- 
haut der Bakterien mit ihrer, im lebenden Zustand auf das feinste 
regulierten Permeabilitaét ein unvergleichlich subtileres Agens _ ist. 
als die unseren Versuchen zugrunde liegende Tierkohle, so dirfen wir 
doch vielleicht die Krdfte, welche bei den beiden Systemen an den 
Grenzflachen nach auBen hin wirksam sind, die Oberflachenkrafte der 
Adsorption also, fiir identisch halten. Unter Beriicksichtigung dieses 
Unterschiedes haben wir nun versucht, unsere fiir die irreversible 
Adsorption gewonnenen k-Werte mit den Abtétungszeiten der Des- 
infektionsversuche an Staphylokokken in Beziehung zu setzen. Be- 
zeichnet man mit dk die GréBe der Adsorptionskonstante, welche in 
der Zeit dt den Tod der Bakterie hervorruft, und ist die prozentuale 
Abnahme — dk/k fiir ein bestimmtes dt konstant und fiir ein verander- 
liches dt diesem proportional, so gilt folgende Differentialgleichung: 


— dk/k = c.dt, 


wenn ¢ einen konstanten Proportionalititsfaktor darstellt. Das un- 
hestimmte Integral obiger Differentialgleichung ergibt 


— Ink = ct + konst 
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fir ¢ = O folgt: 





West konst = — Inko 
nel Bt nd somit ct = lnko/k 
oder t = l/eln ko/k 3) 






ko ist die Konstante der Adsorption zur Abtétungszeit 0, d. h., wenn 






CCK. 
ee sofortige Abtétung der Bakterie méglich wire. Dies hatte zur Vor- : 
ibap fy aussetzung, daB die gesamte angewendete Stoffmenge momentan als 
hrep gy Anhydrid adsorbiert wiirde ; daher setzten wir ko gleich der Konstanten 
vide der Gesamtadsorption. Fihren wir fiir ¢ den Wert 0,026 ein, so 
ergeben sich nach obiger Formel fiir die untersuchten Desinfektions- 





mittel folgende Abtétungszeiten, welche wir mit den Desinfektions- 
zeiten gegen Staphylokokken aus Tabelle II in Vergleich setzen: 










































hr. 
die Abtotungszeiten in Minuten: berechnet gefunden 
en, 
* IR ir 0 ih et att phat al a a Tb aed 4g 42’ 6’ 

Oxy-queeksilber-benzoesaures Natrium . 45 20 
ol. Oxy-quecksilber-anthranilsaures Natrium 140 180 
‘he J Oxy-quecksilber-salicylsaures Natrium . 199 240 

Es ist natiirlich nicht zu erwarten, dab die errechneten Zahlen 

ler B mit dem Ergebnis der Desinfektionsversuche genau iibereinstimmen; 
“" @ denn der subjektive Einflu8 des Adsorbens wird sicherlich fiir die 
T Hf GréBe von k von erheblicher Wirkung sein; immerhin geht aus einem 
". @ Vergleich deutlich hervor, da8 die GréBenordnung und Reihenfolge 
* der Wirksamkeit unserer Priparate in den an Kohle gewonnenen 
‘© 9 Adsorptionszahlen sich deutlich wiederspiegen. Auch bestehen be- 
'. ff friedigende Beziehungen zu den Untersuchungen von Madsen und 
2 Nyman (8), denn fiihren wir in ihre Formel 
n 


t= 1/K.lnaja —x 
fir a und a — x die Adsorptionskonstanten ko und k ein, so erhalten 
wir die von uns abgeleitete Formel 3). Ebenso lassen sich die Versuche 
von Reichenbach (9), der sich iiber das Wesen der die Abtétung be- 
dingenden Krafte nicht geiuBert hat, ohne weiteres als Adsorption 
deuten; denn die von ihm und uns aufgestellten Formeln sind beide 
,.Exponential-Funktionen“. Die Ubereinstimmung beider Formeln 
geht so weit, daB die Reichenbachsche Konstante k der monomolekularen 
Reaktion und die Konstante C unserer Forme! zufillig fast genau gleich 
sind. Reichenbach findet als Mittelwert von k fiir die Einwirkung von 
Sublimat auf Milzbrandsporen den Wert 0,0264, wahrend wir in unseren 
Kohleadsorptionsversuchen 0,026 finden. 

DaB beziiglich dieser vier Verbindungen keinerlei Beziehungen 
zwischen bakterizider Kraft und Giftigkeit im Warmbliiterorganismus 
bestehen, der von einem ganz anderen Wirkungsmechanismus reguliert 
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folge obiger Tabelle 25, 15, 10, 7mg. Ihre Giftwirkung ist also de 
Desinfektionskraft nahezu umgekehrt proportional. 

Nach allen bisherigen Erfahrungen war zu erwarten, da® sic) 
Blutkohle zu den vorstehenden Versuchen am besten eignen wiirde, und 


so hat es uns nicht iiberrascht, festzustellen, daB z. B. Kaolin gegeniiber 


den verwendeten Praparaten keinerlei adsorptive Eigenschaften zeigte 


4. Theoretisches. 

Es ist vielleicht von Interesse, die Frage zu erértern, wie die obigen 
Versuchsergebnisse sich in das Bild eingliedern, welches man sich 
bisher vom Vorgang der Desinfektion gemacht hat. 

Was zuniichst den Aufbau der Bakterienzellen betrifft, so lift 
sich so viel sagen, daB sie im Gegensatz zu den Amdben eine bestimmt« 
Zellform besitzen, die eine AuBenschicht von gewisser Festigkeit zur 
Voraussetzung hat. Dieser Geriistsubstanz schlieBt sich das Proto. 
plasma mit seiner Plasmahaut an, welche von dem osmotischen Druck 
der Zellfliissigkeit gegen die Geriistsubstanz angepreBt wird. Der 
Stoffwechsel der Bakterienzelle ist von der Permeabilitaét dieser beiden 
Organe abhangig und wird, solange der LebensprozeB dauert, von ihnen 
auf das feinste selektiv reguliert, wobei der Plasmahaut wohl der 
Haunptanteil zvfallt. 


Durch welche Faktoren die Plasmahaut diese fein abgestufte Permea. 
bilitaét erreicht, ist trotz vielseitigef, eingehendster Versuche noch nicht 
befriedigend geklirt. Der Poren- bzw. Ultrafiltertheorie Ruhlands (11), 
welche die Plasmahaut als Molekiilsieb auffaBt, steht die von Nernst (12) 
und Overton (13) entwickelte Lipoidtheorie gegeniiber, nach welcher speziel! 
Cholesterin, Lecithin und andere Phosphatide an ihrem Aufbau beteiligt 
sein sollen. Andere Autoren aber wollen die Plasmahaut als reine Eiwei/)- 
membran aufgefaBt wissen. Die meiste Anerkennung hat die Vereinigung 
der beiden letzten Anschauungen durch Nathansohn (14) erfahren, der sich 
die Plasmahaut als ein Mosaik aus EiweiB- und Lipoidenbausteinen vor. 
stellt. Diese Anschauung erklart am zutreffendsten die jedenfalls in groben 
Ziigen geltende Tatsache, da8 organische Substanzen so iiberaus leicht 
permeieren, wahrend die anorganischen Salze praktisch fast gar nicht ein- 
zudringen vermégen. Diesen, sich im Laufe der Zeit immer weiter ver- 
feinernden Anschauungen iiber den Aufbau der Zellmembran haben sich 
die Theorien der Desinfektion fortschreitend anpassen miissen. 

Drei Wirkungsmechanismen scheinen hier méglich. Wenngleich bei 
einem Mikroorganismus, dessen Oberfliache aus Lipoid- und EiweiBfeldern 
besteht, in seiner Wechselwirkung mit chemischen Agenzien die Ober- 
flachenkrafte naturgemaé8 im Vordergrund stehen, so ist doch nicht von 
der Hand zu weisen, daB gewisse Kérperklassen, die, wie die Aldehyde, 
bereits im Reagenzglas mit Proteinen zu reagieren vermédgen, auch der 
Bakterie gegeniiber im Sinne einer echten chemischen Reaktion in Wirkung 
treten. Es ist das Verdienst von Herzog und Betzel (15), gezeigt zu haben, 


wird (10), soll an dieser Stelle besonders hervorgehoben werden; deny 
ihre Dosis tol. pro Kilogramm Kaninchen ist unter Wahrung der Reihin. 
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daB in der Tat der Formaldehyd in diesem Sinne wie ein echtes Chemikale 
mit Bakterien zu reagieren vermag. 

Alle die iibrigen zahlreichen und ihrem chemischen Aufbau nach noch 
so verschiedenen Desinfektionsmittel werden sich aber doch in einem Punkte 
gleichen miissen, namlich in der Fahigkeit, sich an kolloiden Oberflachen 
anzureichern. Diese Bedingung erfiillen chemisch recht heterogene Indi- 
vidua, organische Molekitile ebensogut wie Schwermetallionen, indessen 
mit dem Unterschied, daB® sich erstere hauptsachlich wohl an die Lipoid- 
felder wenden. letztere ihre bekannte Affinitaét an den Partialvalenzen der 
Proteine abzusattigen bestrebt sein werden. So entstehen zwei weitere 
Klassen der Desinfektionswirkung, deren Prototype, wie auch Putter (26) 
neuerdings richtig betont, einerseits im Phenol mit seinem von Reichel (16) 
besonders eingehend studierten Wirkungsmechanismus, andererseits im 
Sublimat vorliegen. 

Das Problem der Anreicherung an Oberflachen ist noch nicht mit der 
wiinschenswerten Deutlichkeit von der physikalischen Chemie klargelegt. 

J. Traube (17) versucht zwar die Anreicherung an Grenzflaichen, die gegen- 

iiber einer angrenzenden lipoiden fliissigen Phase als Verteilung gegeniiber 

einer festen als Adsorption erscheint, aus dem Begriff des Haftdrucks zu 

erklaren, indessen ist diese Bezeichnung nicht sonderlich gliicklich und abt 

jeden Zusammenhang zwischen chemischer Konstitution und physikalisch- 

chemischen Eigenschaften vermissen. Der eine von uns (18) hat kirzlich 

versucht, diesem Mangel abzuhelfen durch Einschiebung des Begriffs der 

H ydratationszentra, welcher der Wahrheit schon naher zu kommen scheint, ‘ 
soweit es sich um organische Molekiile handelt. Danach hatten wir uns 

vorzustellen, daB ein Kohlenwasserstoff dadurch eine immer gréBere Wasser- 

léslichkeit erhalt, daB wir in sein Molekiil solche anorganische Gruppen 

einfiigen, welche im Sinne der kiirzlich von Fajans (19) entwickelten An- 

schauungen Wassermolekiile, die nach Debye als Dipole aufzufassen sind, 

zu richten und anzulagern vermégen. So wird beispielsweise durch Ein- 

tritt der Hydroxylgruppe aus Benzol das Phenol oder aus dem praktisch 
wasserunléslichen Propan iiber den Propylalkohol mit seiner Léslichkeit 
in Wasser und organischen Solvenzien schlieBlich das Glycerin mit seiner 
bevorzugten Wasserléslichkeit. Als solehe Hydratationszentra kénnen z. B. 

auBer dem Hydroxy! noch Carboxyl-, Sulfo-, Carbonyl sowie Amidogruppen 
und ihre Derivate funktionieren. 

Diese Hydratationszentra sind es also, welche jenen Faktor regulieren, 
den die Traubesche Theorie Haftdruck nennt. Je mehr Hydratationszentra 
vorhanden sind oder je stiarker sie im Sinne der Fajansschen Anschauung 
wirken, desto weniger wird eine geliéste Substanz sich im Sinne der Gibb- 
schen Theorie an der Oberflache anreichern und somit um so weniger be- 
strebt sein, ,,an der Grenze zweier Phasen sich in der benachbarten lipoiden 
zu lésen, in diese hinein zu diosmieren oder sich von einer zweiten etwa 
festen Phase adsorbieren zu lassen." 

Durch diese Anschauung wird es leicht verstindlich, daB ein so stark 
als Hydratationszentrum wirkender Substituent wie die Sulfogruppe die 
Desinfektionskraft der Phenole, Naphthole usw. praktisch nahezu aufheben 
kann und da die Einfiigung selbst eines Carboxyls wie etwa bei der Salicy!- 
saure sie herabsetzt, wo hingegen Alkylgruppen und Halogene sie zu erhéhen 
vermégen. Wir kénnen also jene groBe zweite Klasse von Desinfizientien 
zusammenfassen als die Gruppe der lipoiden Desinfektionsmittel und sie 
definieren als reagierend nach Art der Narkotika, welche, dem Henryschen 
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Verteilungsgesetz folgend, durch geeignete aktive Gruppen in der Z:\le 
dann irreversible Schiidigungen zu setzen vermégen. 

Die dritte Gruppe der Desinfizientien hat ihren Angriffspunkt hau) 
sichlich in den Eiweifjlachen. Es ist das Verdienst von Bechold (20), dic 
Wichtigkeit der Adsorption fiir die Deutung der Desinfektion als erstor 
klar erkannt zu haben, und Morawitz (21) konnte fast gleichzeitig dicse 
Vorstellungen experimentell stiitzen. Auf Grund von Adsorptionsver. 
suchen mit Sublimat an Tierkohle stellte er eine Hypothese iiber dic 
Wirkung von Protoplasmagiften auf und zeigte, da® sich die Desinfektions. 
versuche von Paul und Krénig nach einer Adsorptionsgleichung errechnen 
lassen. Diesen Morawitzschen Versuchen schlieBen sich die unseren auf das 
beste an, doch lehren sie, daB8 es bei der Desinfektion durch Schwermetaile 
weniger auf Ionen als vielmehr auf die Fahigkeit zur Adsorption ankommit. 
Dies ist zwar, solange es sich um reine Salze handelt, praktisch identischi, 
bei Verbindungen feineren Aufbaues wie die von uns gepriiften organischen 
Quecksilberverbindungen lagert sich aber der Einflu8 der Hydratations. 
zentra tiber die primire Ionenwirkung. Diese aber machen es verstindlich, 
da die Alkyl- oder Oxalkylderivate im Sinne der Tabelle II wesentlic|; 
besser desinfizieren als solche mit Amido-, Phenol- oder gar Sulfogruppen 
neben dem Carboxyl. 

Es soll gern zugegeben werden, daf wir mit den hier entwickelten 
Anschauungen der Hydratationszentra uns erst in einem Anfangsstadiun 
befinden und zunichst nicht gleich alle Tatsachen erklaren kénnen, z. B. 
die bei fortschreitender Bromsubstitution der Naphthole auftretenden 
,.Maxima“ der Becholdschen halbspezifischen Desinfektionsmittel (22), 
oder das gleichsinnige Verhalten zu hoch alkylierter Kupreinderivate in 
den schénen Untersuchungen Morgenroths, doch scheint es aussichtsreich, 
in der vorgezeichneten Richtung auch fiir diese Erscheinungen Aufklaruny 
zu suchen. a 

Uber den feineren Wirkungsmechanismus solcher an die EiweiBflachen 
adsorbierter Systeme sind die Ansichten noch geteilt. Siipfle und Miiller (23) 
konnten in ihren schénen Arbeiten in Anlehnung an altere Untersuchungen 
von Ottolenghi (24) zeigen, daB die Adsorption des Sublimats noch keinen 
bakteriziden Effekt zu bedingen braucht, da Milzbrandsporen selbst nach 
40tagigem Aufenthalt in 2 proz. Sublimatlésung durch Nachbehandlung 
mit Tierkohle auf geeigneten Nahrbéden zur Entwicklung gebracht werden 
konnten. Diese erstaunliche Tatsache wird aber im Sinne der obigen An- 
schauung doch verstandlich, wenn wir annehmen miissen, daB die Queck- 
silberionen ihren Angriffspunkt vornehmlich in der Gitterstruktur der 
EiweiBflachen haben und sich dort in einer reversibel adsorptiven Bindung 
befinden, welche von einer chemisch koordinativen Bindung komplexer 
Salze, etwa der an dreiwertig negativen Stickstoff, wohl kaum zu unter- 
scheiden ist. Sie ist stabil genug, um eine Wanderung in das Zellinnere 
zu verhindern. 

Bei der von uns untersuchten Kérperklasse werden die Bedingungen 
eines Eindringens auf Grund der iiberaus groBen Schwerléslichkeit der 
Anhydridanteile noch viel geringer sein, andererseits aber ist es noch weit 
unwahrscheinlicher, da8 diese adsorptive Bindung wieder reversibel wird. 
Dadurch erklaren sich auch wohl die groBen praktischen Erfolge, welche 
die organischen Quecksilberverbindungen, z. B. die Saatgutbeize Uspulun 
(10), bei der Abtétung pathogener Keime auf den Oberflachen jeglichen 
Saatgutes aufzuweisen haben. So mu es also doch wohl — trotz der von 

















































ke y! npetente! 
sein, rein vé 


wirkung™ 0 
gesamten § 
Auch 3 


die Frage 
verfolgen > 
nur klein — 
Regel die 
Substanze 
z. B. unset 
zieht. Be 
sind somit 
die Klarle 
zu ergriin 
liegende 


iF 
Zeitschr. 
Hyg. u. hi 
1911. — 4 
Zeitschr. | 
Chem. 5% 
tration 
Inf. 57. 
10) W. 8 
verbindu 
land, Bet 
Zeitschr. 
Naturf. | 
f. wiss. I 
Chem. 6 
17) J.T 
Ther. 2 
18) W.s 
vgl. San 
Zeitsch. 
1, 301, 
23) Si 
f. Hyg. 
25) R. d 
26) EB. | 










4] 





Zur Theorie der Desinfektion. 






kompetenter Seite geiuBerten Bedenken [Siipjle, Hober (25)) — médglich 
sein, rein von auBen her, wie Putter (26) sehr richtig sagt, durch ,,Barriére- 
wirkung nicht nur den Zellteilungsmechanismus, sondern schlieBlich den 
gesamten Stoffwechsel der Zelle zum Erliegen zu bringen. 

Auch im Hinblick auf ein anderes groBes Problem ist es notwendig, 
die Frage der adsorptiven Desinfektion in ihre letzten Feinheiten zu 
verfolgen; denn wenn man die Dosen der hierzu geeigneten Substanzen 
nur klein genug wahlt, kann sich ja im Sinne der Arndt-Schulzschen 
Regel die Wirkung in ihr Gegenteil umkehren und der durch jene 
Substanzen gesetzte Reiz bewirkt die Wachstuwmssteigerung, aus der 
z. B. unsere Landwirtschaft im Uspulun heute einen erfreulichen Nutzen 
zieht. Beide Probleme — Desinfektion und Wachstumssteigerung — 
sind somit nur verschiedene Etappen ein und desselben Vorganges, und 
die Klarlegung des einen wird bei dem Versuch, das Wesen des anderen 
zu ergriinden, von Nutzen sein. In beiden Richtungen soll die vor- 
liegende Arbeit fortgesetzt werden. 
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Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


VIII. Mitteilung. 
Uber die Gerinnungshemmung durch Neutralsalze. 


Von 
Bernhard Stuber und Minoru Sano (Japan). 

(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg in Br.) 

(Eingegangen am 4. Juni 1923.) 

Mit 18 Tabellen im Text. 


In unserer letzten Arbeit!) hatten wir den experimentellen Versuch 
unternommen, den Verlust des Gerinnungsvermégens des Oxalat- 
und Citratblutes, entgegen der iiblichen Anschauung, auf die Bildung 
der entsprechenden komplexen Fribinogen-Salzverbindungen zuriick- 
zufiihren. Die leichte Ionisierbarkeit dieser Verbindungen verhindert 
deren Gerinnung. Jeder Eingriff, der, nach allgemein physikalisch- 
chemischen Gesetzen, die Ionisation dieser Komplexverbindungen 
zuriickdrangt, wie Verdiinnung oder SalziiberschuB, oberflichen- 
aktive Stoffe usw., kann die Gerinnungsfahigkeit wiederherstellen. 
Die alleinige Bedeutung der kalkfillenden Eigenschaften der Oxalate 
und Citrate fiir die Aufhebung der Gerinnung glaubten wir auf Grund 
unserer experimentell gestiitzten Vorstellungen ablehnen zu miissen. 

Wir haben nur, von diesen kolloidchemischen Anschauungen 
ausgehend, unsere Versuche auf die iibrigen gerinnungshemmenden 
Salze ausgedehnt. Uber die Ergebnisse dieser Versuche zu berichten, 
soll der Gegenstand dieser Arbeit sein. Zur Priifung gelangten die 
Gallensalze, das Magnesiumsulfat, das Natriumchlorid und Natrium- 
fluorid. 

Eine sichere Erklarung fiir die Wirkungsweise dieser Salze gibt 
es nicht. Nach der herrschenden Fermenttheorie enthalt zwar das 
Kochsalzplasma alle zur Gerinnung nétigen Faktoren, es soll aber 
dieselben hindern, miteinander in Verbindung zu treten. DaB damit 
keine Erklarung des Vorgangs gegeben ist, leuchtet ohne weiteres ein. 
Auch fir das Magnesiumsulfat und Gallensalzplasma wurden ahnliche 


1) Diese Zeitschr. 184, 1922. 
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Vorstellungen herangezogen, indem man, je nach der Konzentration 
der Salze, an eine Hemmung der Thrombinentstehung aus seiner Vor- 
stufe oder an eine Wirkung auf das schon gebildete Thrombin dachte. 
Die Aufhebung der Gerinnung durch Natriumfluorid lie8 als Ursache, 
ihnlich dem Oxalat- und Citratblut, wiederum die Ausfillung des Kalkes 
erscheinen. Jedoch wurden hier schon friih Zweifel laut, da es auch bei 
Zufuhr von Kalk vielfach nicht mehr gelingt, ein solches Plasma zum 
Gerinnen zu bringen. Arthus dachte deshalb schon an eine toxische 
Wirkung des Natriumfluorids auf die Blutkérperchen selbst, wodurch 
der Austritt von Thrombokinase verhindert werden sollte. Wir sehen 
also, daB der Wirkungsmechanismus dieser gerinnungshemmenden 
Salze noch durchaus unklar ist, wieder ein Beweis dafiir, wie wenig 
die herrschende Fermentlehre in der Lage ist, das Gerinnungsproblem 
in seinen Einzelheiten klarzulegen. 

Wir gehen nun zur Schilderung unserer eigenen Untersuchungen 
iiber und beginnen mit den Versuchen, welche die gerinnungshemmende 
Wirkung der gallensauren Salze ergriinden sollten. Wir benutzten das 
Natrium cholalicum, glykocholicum, taurocholicum und das Natrium- 
salz der Wielandschen Desoxycholsiure. Zunachst suchten wir, um 
moéglichst einfache Versuchsbedingungen zu haben, festzustellen, 
in welcher Weise die Fibrinogen-Thrombingerinnung durch diese 
Salze beeinfluBt wird. Das Thrombin wurde, wie in unseren friiheren 
Arbeiten nach der Methode von Alex Schmidt, das Fibrinogen nach 
Hammarsten dargestellt. Die ,Beobachtungsdauer der Versuche er- 
streckte sich meist auf 48 Stunden. 
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Samtliche gepriiften Gallensiuren verzégern die Fibrinogen- 
Thrombingerinnung bzw. heben dieselbe ganz auf (Tabelle I und II). 
Die stirkste Wirkung zeigen die Salze der Glyko- und Taurocholsaure. 
Dabei spielt das gegenseitige Mengenverhiltnis zwischen Eiweib- 
und Gallensiure eine ausschlaggebende Rolle. Bei cptimalen beider- 
seitigen quantitativen Verhiltnissen bleibt die Gerinnung vollstandig 
aus. Am deutlichsten zeigt sich dies in den Versuchen mit Natrium- 
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desoxycholat. Zweifellos spielt dabei die Neigung der Gallensduren wah 
zu Additionsverbindungen in molekularen Verhaltnissen die ausschlag- ] 
gebende Rolle. Gerade letztere Eigenschaft ist ja nach den bekannten in de 
Untersuchungen von Heinrich Wieland und seinen Mitarbeitern!) bei 


*) Heinrich Wieland und Mitarbeiter, Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 
97, 98, 106, 110. 
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der Desoxycholsiure besonders ausgeprigt. Darauf diirfte auch die 
in unseren Versuchen beobachtete Gerinnung des Fibrinogens durch 
alleinigen Zusatz von desoxycholsaurem Natrium in hoheren Kon- 
zentrationen beruhen (Tabelle II). Die Verbindung des Desoxycholats 
mit SerumeiweiBkérpern ist ja schon durch die Untersuchungen von 
Hermann Wieland*) sehr wahrscheinlich gemacht worden. ‘ 
Unsere Versuche hatten uns so in dem Verdacht bestarkt, dab 
auch die Wirkung der Gallensiuren beziiglich der Gerinnungshemmung 
durch die Bildung eines ionisierten Gallensiuren-Fibrinogens bedingt 
sei. Zur weiteren Erhirtung dieser Anschauung priiften wir nun, 
wie in unseren fritheren Versuchen, die Alkoholfallbarkeit und die 
teibung von Fibrinogenlésungen nach Gallensiurenzusatz in wechseln- 
den Konzentrationen. Alles Naihere ist aus den Protokollen zu entnehmen. 
Die Reibungsversuche wurden mit dem T'raubeschen Viskostagono- 
meter bei 18° durchgefiihrt. Fiir die Alkoholfallungsversuche wurde 
eine Fibrinogenlésung von 7,5°/), Eiwei&® und 3,5% Kochsalzgehalt 
benutzt. Diese Fibrinogenlésung (Stammlésung) wurde in vier ver- 
schiedenen Verdiinnungen angewandt, und zwar: 
1. Fibrinogenstammlésung 1 Teil + 19 Teile physiologische NaCl- 




















Lésung. : 
2. Fibrinogenstammlésung 2 Teile + 18 Teile physiologische NaCl- i 
Lésung. 
3. Fibrinogenstammlésung 3 Teile +- 17 Teile physiologische Na Cl- 
Lésung. : 
4. Fibrinogenstammloésung 4 Teile +- 16 Teile physiologische NaCl- 
Lésung. 





Fir die folgenden Versuche in Tabelle [V wurde eine Fibrinogen- 
stammlésung von 2°/,, EiweiB- und 1,8% NaCl-Gehalt benutzt. 
Die Verdiinnungen wurden in derselben Weise wie in den vorhergehenden 
Versuchen vorgenommen. 

Die Versuche der Tabellen III und IV ergeben also, daB Fibrinogen- 
lésungen, mit gallensauren Salzen versetzt, von einem bestimmten 
Gehalt ab durch Alkohol nicht mehr koagulierbar sind. Ebenso wird 
die Hitzekoagulation aufgehoben. Die wirksame Konzentration an 
Gallensalzen beginnt durchschnittlich bei n/400. Mit dem Verlust 
der Alkohol- und Hitzefillbarkeit zeigt sich auch ein starker Anstieg 
der inneren Reibung, wie aus den Kurven der Tabellen V und VII 
entnommen werden kann. 

In diesen Kurven finden sich die Werte der relativen Reibung 
in der Ordinate, die Konzentration der gallensauren Salze in der 





















1) Hermann Wieland und Mitarbeiter, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 
85, 86. 
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Tabelle III. 
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Alkohol 


Zusatz 95 proz. Fallung es 


Fibrinogen: Menge 
josung ') 


losung') 
com | . com 


n/10 Natr. cholalic. 


n/10 Natr. glykocholie. 


n/800 





n/100 


Kontrollen mit physio- 
logischer NaCl-Lésung 


Kontrollen mit H,O 0,5 


1) Die Zahlen beziehen sich auf die vorstehend angegebene Verdiinnung. 
2) ++Zeichen = Starke der Fallung, —-Zeichen = keine Fallung. 
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Tabelle IV. 
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Alkohol 


Menge 95 proz. Fallung 


Fibrinogen- 


losung !) Zusatz 


com com 


n/10 Natr. cholalic. 


n/800  ., 


n/400 





n/10 Natr. glykocholic. 


n/100 , 


n/10 Natr. taurocholic. 


n/800 , 


1) Die Zahlen bedeuten die Verdiinnung wie vorstehend. 
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Tabelle 1V (Fortsetzung). Die 
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com ccm 


Natriur 
1 : Verhinc¢ 
A n/400 und zw 
4 | ' 90 pros. 
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1 + m 
2 | 4 verschi 
3 | ; treffen 
4 Di 
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3/ logischer Na Cl-Lésung 


———— 
: . . > , ~ Fibrinog 
Abszisse eingezeichnet. Die an den Kopfenden der Kurven angebrachten 
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+- bzw. —-Zeichen orientieren iiber die vorhandene bzw. fehlende 
1 cen 
Alkoholflockung. , 
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Diese Befunde in ihrer Gesamtheit sind unseres Erachtens nur 
so zu deuten, daB die gallensauren Salze mit dem Fibrinogen eine komplexe 
weitgehend ionisierte Verbindung eingehen, wodurch die Gerinnungs- 
jihigkeit des Fibrinogens aufgehoben wird. 

Die weiteren Versuche beschaftigen sich nun mit der gerinnungs- 
hemmenden Wirkung des Magnesiumsulfats, Natriumchlorids und 4 
Natriumfluorids. Der Fibrinogenlésung wurden die Salze in der zur 
Verhinderung der Gerinnung des Blutes iiblichen Menge zugesetzt, 
und zwar eine 28proz. Magnesiumsulfatlésung im Verhiltnis 3:1, eine 
20proz. Natriumchloridlésung im Verhialtnis 3:1, eine 2proz. Natrium- 
fluoridlésung im Verhaltnis 9:1. Die Fallungsversuche wurden mit 
verschiedenen Konzentrationen von Alkohol ausgefiihrt, da die be- 
treffenden Salze in hohen Alkoholkonzentrationen zum Teil ausflocken. 

Die Ergebnisse der Tabelle VIII zeigen beim Magnesiumsulfat- 
und Natriumchloridfibrinogen eine ausgesprochene Abschwachung 


Tabelle VIII. 


Alkohol 0,5 com 




















Fibrinogen Zusatz 





hten 100 proz.| 9proz. | 80proz. | 70proz. | 60proz. 50 proz. |40proz. 








nde 


1 cem 





MgSO, 28% +++) ++ 
|} NaCl 20% |i +++) ++ _— _~ —- |— 

| NaF2% |++4++ +++) +++/+4++/+4++/+4++/++ 
|| Kontrolle |} +++, +++)+++/++4+|+++/)+++]++ 
bzw. Aufhebung der Alkoholfallung, die, wie aus den Kurven der Tabellen 
IX und X hervorgeht, mit dem Reibungsanstieg parallel gehen. Die 
gerinnungshemmende Wirkung des Magnesiumsulfats und Natrium- 
chlorids diirfte also durch dieselben Faktoren bedingt sein wie bei 
den Gallensalzen. Auch hier verhindert die Bildung ionisierter Komplex- 
verbindungen die Gerinnung. 


Tabelle IX. 
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Tabelle X. 
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Auf ganz anderen Ursachen scheint jedoch die gerinnungshemmen |: 
Wirkung des Natriumfluorids zu beruhen. Die Alkoholfallbarkeit 
des Fibrinogens wird durch Natriumfluorid in keiner Weise beeinflu()t 
(Tabelle VIII). Damit war die Vermutung gegeben, daB der Angriffs- 
punkt desselben, nicht wie bei den bisher besprochenen Salzen, das 
Fibrinogen bzw. die BluteiweiBkérper sind, sondern die korpuskuliren 


Elemente des Blutes, wie dies schon Arthus als eine Komponente der 


Natriumfluoridwirkung vermutet hatte. Die folgenden Versuche 
beschaftigen sich nun naher mit dieser Frage. 


Tabeille XI. 





9 5p wes Dc ia Koagulation 
7% NaCl Zusatz Thrombin — durch 


com | Alkohol| Hitze 


0,9 0 
0,9 | 0, 
0,9 | 0 
0,9 0 


cem NaF2% | Serum 15Tropfen) + 
NaF2, | 15 i aS 
NaF2, | Thrombin 15 Zz 
| +}. 

die 


’ 


NaF?2, . 15 
a 15 
| physiol. | . 15 


| NaCl | 


| 0 
| 0, 


0. 
| 0, 
0. NaF 2% 
i 


1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 


Z’wuwswwswesuwe se 3 


Fibrinogen ver- 
diinnt 2:1 mit | 
physiol. NaCl | 
15 Tropfen | 
hrombin15 —, 


a 
ae ji 
a 
sa 


cose 


m physiol. | Thrombin 15 nan 

i 15 
Na ; 20, | — 
NaF2, | — 


Sls 
lil tl | 


S23 333 23 3 3 


= 


Zunichst wurde der Einflu8 des Natriumfluorids auf die durch 
Serum bzw. Thrombinzusatz bewirkte Fibrinogengerinnung festgestellt. 
Dabei wurden der EiweiB- und Kochsalzgehalt, desgleichen die Fluorid- 
konzentration, weitgehend variiert. Ebenso wurde die Koagulation 
durch Hitze und Alkohol gepriift. 

Irgend eine hemmende Wirkung des Natriumfluorids auf dic 
Thrombin-Fibrinogengerinnung konnte also nicht gefunden werden 
(Tabelle XI). Vielfach verlief sogar die Gerinnung bei Fluoridzusatz 
rascher. 

Auch bei starkerer Natriumfluoridkonzentration war das Ergebnis 
dasselbe, wie aus Tabelle XII zu entnehmen ist. 

Zur weiteren Klirung dieser Frage wurden die folgenden Versuche 
am Gesamtblut ausgefiihrt. Das Blut wurde teilweise vom Menschen, 
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Tabelle XII. 





7_—— 


Fibrinogen NaF Zusatz Gerinnung 


|Gesattigte NaF-Lésung 0,5cem Thrombin 15 Tropfen 
Gesattigte Na F-Losung i 15 ol 
| 2 Teile 
Wasser 1 Teil 0,5cem 
Gesiattigte Na F-Losung 
1 Teil 
Wasser 1 Teil 0,5cem 
Gesattigte Na F-Loésung 
1 Teil 
| Wasser 2 Teile 0,5ccm 
1 | Physiol. NaCl 0,5cem pa pe 


teilweise vom Kaninchen entnommen. Es wurde mit groBer Sorgfalt 
auf weitgehendste Schonung der korpuskuliren Elemente geachtet. 
Simtliche Gegenstiinde wurden paraffiniert, das Eindringen von Staub 
durch Stannioliiberdeckung der GefaiBe verhindert. Die einzelnen 
Blutbestandteile wurden getrennt auf die Fibrinogengerinnung unter- 
sucht. Die Blutkérperchen teils ungewaschen, teils mit physiologischer 
NaCl-Lésung oder isotonischer Rohrzuckerlésung, véllig von den 
Salzzusitzen befreit, in die Versuche eingestellt. Beim Natrium- 
fluorid- bzw. Oxalatplasma wurde das Salz durch Zufiigen der 
berechneten Menge von Calciumchlorid zur Ausfillung gebracht, 
das entstandene Kalksalz abzentrifugiert, oder wenn Gerinnung eintrat, 
das Serum abgepreBt. Das Magnesiumsulfat- und Natriumchlorid- 
plasma wurden durch Dialyse zum Gerinnen gebracht, das Serum dann 
ebenfalls abgepreBt. Die zur Verhinderung der Blutgerinnung zu- 
gefiigten Salzmengen waren die iiblichen, und zwar beim Magnesium- 
sulfat 28°% und Natriumchlorid 20° je 1 Teil auf 3 Teile Blut, beim 
Natriumfluorid 2%, Natriumoxalat 2°, und Natriumcitrat 4% je 
| Teil auf 9 Teile Blut. Alle weiteren Einzelheiten sind aus den folgenden 
Tabellen zu entnehmen. 

Die Versuchsergebnisse der Tabellen XIII und XIV kénnen dahin 
zsammengefaBt werden, daB das Oxalat-Citrat-Magnesiumsulfat und 
Natriumchloridplasma Fibrinogen nicht zur Gerinnung bringen. Das 
war nach unseren seither entwickelten Vorstellungen tiber den Wirkungs- 
mechanismus dieser Salze auch gar nicht anders zu erwarten. Wohl 
aber ruft das aus diesen Plasmata durch Entfernung dieser gerinnungs- 
hemmenden Substanzen gewonnene Serum in Fibrinogenlésungen 
Gerinnung hervor. Unwirksam sind wieder die entsprechenden ge- 
waschenen Blutkérperchen. Dabei diirften die in den korpuskularen 
Elementen des Blutes enthaltenen gerinnungsbeschleunigenden Sub- 
stanzen an ihrem Eintritt in das Plasma durch die erwihnten Salze 
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nicht gehindert, vielleicht sogar derselbe eher begiinstigt werden 
Sie allein vermégen aber nicht die Ionisation der komplexen Fibrinogen. 
salzverbindungen zuriickzudrangen. So erkliren wir uns den negativyey 
Gerinnungsversuch mit Plasma und Blutkérperchen und dessen positives 
Ergebnis mit dem Serum, das diese Substanzen enthalten muB. Gan: 
anders ist die Wirkung des Natriumfluorids. Eine Bildung einer 
ionisierten Fibrinogensalzverbindung kommt hier nicht in Frage. 
Das glauben wir durch unsere Alkoholfaillungsversuche (Tabelle VIII) 
und durch Nachweis der fehlenden Beeinflussung der Fibrinogen. 
Thrombingerinnung (Tabelle XI und XII) bewiesen zu haben. Die 
Ergebnisse dieser Versuche sind nur verstindlich, wenn man eine 
Wirkung des Natriumfluorids auf das Fibrinogen, im Sinne der bei den 
anderen Salzen naher beschriebenen Komplexsalzbildung, ablehnt. 
Diese Vorstellung erhalt eine weitere Stiitze durch die Versuche der 
Tabellen XIII und XIV, die zeigen, daB von den Bestandteilen des 
Natriumfluoridblutes nur die Blutkérperchen die Fibrinogengerinnung 
hervorrufen. Wir sehen also, daB von den Bestandteilen des Ovxalat- 
Citrat-Magnesiumsulfat- und Natriumchloridblutes nur das Serum, von 
denen des Natriumfluoridblutes nur die Blutkérperchen die Gerinnung 
des Fibrinogens bewirken. Es miissen dementsprechend die gerinnungs. 
beschleunigenden Stoffe der korpuskuliren Elemente des Blutes bei 
den zuerst erwaihnten Salzen in die Blutfliissigkeit iibertreten und 
nach Entfernung der gerinnungshemmenden Salze im Serum zur 
Wirkung kommen. Man wird deshalb bei ihrem vdlligen Austritt aus 
den Kérperchen mit diesen auch keine Gerinnung erzielen. Wobei 
allerdings die Einschrinkung gemacht werden mu6, da8 vielleicht 
durch die Waschung der Kérperchen mit Kochsalzlésung zuriick- 
bleibende Mengen derselben entfernt werden kénnten. Es ist uns zwar 
nie gelungen, mit dem Waschwasser eine Wirkung in Fibrinogenlésungen 
hervorzurufen. Aber selbst wenn auch durch nicht vélligen Austritt 
dieser Substanzen aus den Blutkérperchen mit letzteren eine Gerinnung 
in Fibrinogenlésung bewirkt werden kénnte, so wiirde dadurch unsere 
Anschauung vom Wirkungsmechanismus dieser Salze keineswegs 
beeinfluBt. Im Gegensatz dazu steht nun das Ergebnis mit den Blut- 
bestandteilen des Natriumfluoridblutes. Hier sehen wir die alleinigé 
Wirkung der Blutkorperchen auf die Fibrinogenlésung. Dadurch scheint 
uns bewiesen, daB das Natriwmfluorid den Austritt der gerinnungs- 
beschleunigenden Substanzen aus den korpuskuldren Elementen des Blutes 
verhindert. Auf diese Weise bringen wohl die vom Salz frei gewaschenen 
Blutkérperchen, nicht aber das vom Fluorid durch Kalkausfallung 
befreite Plasma das Fibrinogen zur Gerinnung. 

Bemerkenswert erscheint uns auch noch der in folgender Tabelle 
wiedergegebene Versuch (Tabelle XV). Mit Calciumchlorid ausgefilltes 
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Tabelle XIII. 


Blut vom Menschen. 





Phy ros > eri 
Fibrinogen Plasma Gerinnung Serum Gerinnung 


ccm 


NaF-Plasma mit CaCl, aus- 
NaF-Plasma gefallt 
5 Tropfen 5 Tropfen 
10 Pe 10 ~ 
15 o° 15 ” 
2 BG 
Natriumoxalat- Serum nach Ausfallen des 
plasma Oxalatplasmas mit CaCl, 
5 Tropfen 5 Tropfen 
10 is 10 <b 
15 ae 15 - 
20 ”” 2 20 9 
Natriumcitrat- Serum nach Ausfallen des 
plasma Citratplasmas mit CaCl, 
5 Tropfen 5 Tropfen 
10 ” “ 10 9 
15 reo 15 + 
20 ” . 20 ” 
Serum nach Dialyse des 
Mg S0O,-Plasma Mg SO,-Plasmas 
5 Tropfen - 5 Tropfen 
10 ” 10 ” 


15, 5, 


20 yi 20 és 
| Serum nach Dialyse des 
NaCl- Plasma | NaCl-Plasmas 
5 Tropfen 5 Tropfen 
10 99 10 Pe 


15 Lhd 15 ” 


20 ” 20 ” 


Natriumfluoridplasma ist, wie nicht anders zu erwarten war, auf 
Fibrinogen ohne jeden Einflu8. Stellt man aber aus diesem wirkungs- 
losen Plasma Thrombin nach der Methode von Alexander Schmidt 
dar, so bringt dieses Thrombin das Fibrinogen rasch zur Gerinnung. 
Das ist eine weitere Bestitigung unserer friiher geiiuBerten Ansicht, 
da das Alexander Schmidtsche Thrombin ein Kunstprodukt darstellt, 
das keinerlei Schliisse auf seine biologische Bedeutung rechtfertigt. 
Und es wird dadurch weiterhin wahrscheinlich gemacht, daB sogenannte 
Thrombin- und Serumwirkung zweierlei Dinge sind. Naher méchten 
wir jedoch heute darauf nicht eingehen, das soll in einer spateren 
Arbeit geschehen. 

Bei den Versuchen mit Natriumfluorid muf vor allem darauf 
geachtet werden, da& keine mechanische Lasion der Blutkérperchen 
erfolgt. Es fiel uns einige Male auf, da® bei liingerer Stauung bei Blut- 
entnahme aus der Armvene oder bei nicht ganz sorgfiltiger Paraffinierung 
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Tabelle XIV. 
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Von Magnesiumsulfat- | Von Magnesiumsulfatblut, mit 
blut, mit physiol. NaCl. | physiol. NaCl-Lésung gewaschen 
Lésung gewaschen | und hamolysiert 
1 5 Tropfen | — 5 Tropfen _ 
l ae | —  . 
1 15 . | — | 15 * — 
1 20 ‘. | — 20 S — 
Von Natriumchloridblut, | Von Natriumchloridblut, mit 
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der Gerate die Resultate nicht einheitlich verliefen. Wir gingen deshalb, 
um sicher zu gehen, in weiteren Versuchen dazu iiber, Tieren (Kaninchen) 
das Salz intravenés zu geben, um auf diese Weise die Blutkérperchen 
noch im GefaiBsystem der Einwirkung des Natriumfluorids auszusetzen, 
und sie so oft kaum zu vermeidenden mechanischen Einfliissen gegentiber 
bei der Weiterverarbeitung auBerhalb der GefiBbahn widerstands- ‘ 
fihiger zu machen. Als Kontrolle fihrten wir auch die intravendse 
Injektion von Natriumoxalat aus. Die Blutmenge wurde zu 1/,, des 
Kérpergewichts angenommen und dann, wie oben ausgefiihrt, die tibliche 
zur Aufhebung der Gerinnung nétige Salzmenge intravenés injiziert. 
Die Injektion, in die Ohrvene oder Jugularis externa, mu wegen 
der letalen Wirkung der Salze rasch erfolgen. Das Blut wurde sofort 
nach erfolgter Einspritzung aus der Carotis entnommen. Dabei wurde 
das Einfiihren einer Paraffinkaniile in dieselbe vermieden, da beim 
Einschieben derselben in das GefiB ein Abstreifen des Paraffinbelags 
an der Kaniilenspitze kaum zu vermeiden ist. Das Blut wurde deshalb, 
direkt aus der Carotis herausspritzend, in ParaffingefiBen aufgefangen. 
Es ist auch besonders darauf zu achten, daB beim Absaugen des Plasmas, 
ebenso beim Austarieren der mit Blut beschickten Zentrifugenglaser, 
die Pipetten nicht nur an der Innen-, sondern auch an der AuBenflache 
gut paraffiniert sind, ebenso miissen alle anderen Gerate peinlichst 
paraffiniert und staubfrei sein. Bei der intravenésen Injektion der 
Salzlésungen fallt nun beim Natriumfluoridtier sofort auf, daB auch 
das arterielle Blut eine dunkle venése Farbung hat, es sieht wie Er- 
stickungsblut aus, im Gegensatz zu der unverinderten arteriellen 
Farbe des Oxalattierblutes. 

Derartige unter allen Kautelen gewonnene Plasmata sind nun 
auBerst stabil. Auch das Natriumfluoridplasma zeigt auf diese Weise 
niemals Spontangerinnung. Es konnte auch nicht durch Ausfallung 
des Fluorids mit der berechneten Calciumchloridmenge, ebensowenig 
durch geringen Kalkiiberschu8 zum Gerinnen gebracht werden. Von 
Hekma') und neuerdings von Barkan*) wurde auf diese Spontan- 
gerinnung des Natriumfluoridplasmas hingewiesen. Nach unserer 
Erfahrung trifft das nur zu, wenn es zu einer mechanischen Schadigung 
der korpuskuliren Elemente gekommen ist, die sich allerdings nur durch 
die intravenése Injektion des Salzes mit Sicherheit vermeiden 1aBt. 

Wir geben nun im folgenden die erwaihnten Tierversuche zur 
Entnahme der Einzelheiten tabellarisch wieder. 

Wir finden also in den Untersuchungen der Tabellen XVI bis 
XVIII unsere fritheren Versuche bestitigt. Die teilweise differenten 


1) Hekma, diese Zeitschr. 68, 1914. 
2) Barkan, ebendaselbst 186, 1923. 
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Tabelle XVI. 
Kaninchen 2470 g. Berechnete Blutmenge 190 ccm. 20cem 2proz. 
Natriumfluoridlésung intravenés. Die zur Gerinnung verwandte 
Fibrinogenlésung hatte 0,92 % NaCl-Gehalt. 
































: Fibrinos ° Gerin- : Geri 
i gen | Biutbestandteil nung Blutbestandteil | “a 
i ccm | mi pve ‘ | 
i | Blutkérperchen, mit 
Plasma physiol. Na Cl-Lésung 
a 20 Tropfen — | gewaschen, hamolysiert 
l 15 os — | 15 Tropfen 
1 ae ;} — | poe — 
1 >”? } sa i 5 9 ad 
Plasma, mit CaCl, aus- | | Blutkérperchen, mit iso- 
gefallt tonischer Rohrzucker- 
1 20 Tropfen _ lésung gewaschen 
1 15 Pa pass 15 Tropfen 
1 10 oe | o— 10 4 
1 5 ” | Said | 5 ” 
| Blutkérperchen, mit iso- 
tonischer Rohrzucker- 
Blutkérperchen, nicht lé6sung gewaschen und 
gewaschen hamolysiert 
‘ 1 15 Tropfen 15 Tropfen 
f 1 Boe ;— eS . 
: 1 5 ” bitoni 5 ” 8 
Blutkérperchen, nicht | Kontrollen mit isoto- 
gewaschen, himolysiert | nischer Rohrzuckerlés. 
1 15 Tropfen Boe 15 Tropfen -- 
1 1S a ee ate _ 
1 5 ” i— 5 ” i. 
| 3 ” — 
Blutkérperchen, mit | 
physiol. NaCl-Lésung | 
gewaschen 
1 15 Tropfen a 
1 10 is 
1 5 ” Bes 





Ergebnisse der mit Kochsalzlésung gewaschenen Blutkérperchen 
dirften auf die vielfach nicht gleiche Dauer des Waschens,. die zur 
Entfernung des Natriumfluorids nétig ist, bedingt sein. Es scheinen 
durch langeres Auswaschen mit physiologischer NaCl-Lésung dic 
gerinnungsbeschleunigenden Stoffe verloren zu gehen. Wiascht man 
jedoch mit isotonischer Rohrzuckerlésung, so bleiben die betreffenden 
Substanzen zuriick. Es sei diesbeziiglich an die Untersuchungen von 
Brinkman und van Dam!) erinnert, die zeigen konnten, daB die physio- 
logische Kochsalzlésung vor allem die Phosphatidteile der Blutkérperchen 
ausschwemmt, wahrend isotonische Rohrzuckerlésung dies vermeidet. 
Man kénnte so die Vorstellung haben, daf durch das Natriumfluorid 


1) Brinkman und van Dam, diese Zeitschr. 108, 1920. 
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Tabelle XVII. 
Kaninchen 2000 g. Berechnete Blutmenge 154ccm. 17 cem 2 proz. Natrium- 













Zz. 
fluorid intravenés. Fibrinogen dasselbe wie Tabelle XVI. 

= Fibrinos a ; ee 

gen Blutbestandteile = Blutbestandteile ta 






erin 


ung com 












Blutkérperchen, mit 
physiol. NaCl-Lésung ge- 




















| Plasma waschen, himolysiert 
05 | 8 Tropfen — 8 Tropfen + 
05 hein ae gees + 
05 | 3 si a 3 2 + 
Blutkérperchen, mit iso- 
| Plasma, mit CaCl, aus- tonischer Rohrzucker- 
| gefallt l6sung gewaschen 
0,5 | 8 Tropfen - 8 Tropfen + 
05 | ie ~ ‘ 2 
0,5 | Bic ja Bice oF 
Blutkérperchen, mit iso- 
tonischer Rohrzucker- 
| Blutkérperchen, nicht lésung gewaschen, hamo- 
| gewaschen lysiert 
0,5 | 8 Tropfen 8 Tropfen + 
0,5 | 5 x — 5 2 7 
0,5 | 3 - ae + 
| Blutkérperchen, nicht Kontrollen mit isotoni- 
| gewaschen, himolysiert scher Rohrzuckerlésung 
0,5 8 Tropfen — | 8 Tropfen — 
0,5 | 5 ws _ 5 x — 
0,5 | 3 ‘ — 3 i. — 
| _Blutkorperchen, mit 
| physiol. NaCl-Lésung ge- 
| waschen 
0,5 8 Tropfen ao 
0,5 | 5 vs ;— 
0,5 | 3 Mi — 






die Permeabilitdt der Blutkérperchen in spezieller Weise geindert wird, 
so daB vor allem der Durchtritt der gerinnungsbeschleunigenden Sub- 
stanzen verhindert wird. Durch nachhaltiges Auswaschen mit physio- 
logischer Kochsalzlésung kann dieser ProzeB aufgehoben werden. 
Rohrzucker verhindert die Auswaschung. Auf diese Weise gelingt 
auch die Gerinnung der Fibrinogenlésung mit unausgewaschenen 
Blutkérperchen nicht, auch nicht bei Himolyse, solange das Natrium- 
fluorid einwirkt. Dem Austritt des Himoglobins scheint danach der- 
jenige der gerinnungsbeschleunigenden Substanzen nicht parallel zu 
gehen, solange das Natriumfluorid anwesend ist. 

Kine chemische Beeinflussung ist bei der Reversibilitat des Pro- 
zesses recht unwahrscheinlich. Méglich ist jedoch, daB bei der Himolyse 
der Blutkérperchen auch gerinnungshemmende Substanzen nach auBen 
gelangen. Jedenfalls fiel uns éfters auf, daB die Gerinnung in den Ver- 
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Tabelle XVIII. 

















nicht vol 
Kaninchen 1230 g. Berechnete Blutmenge 94 cem. 10,4 cem 2proz. Natrium.f§ soweit iti 
oxalat intravenés. Fibrinogen wie Tabelle XVI. yelang e 
—_—_ ——_—_—_—_—_—_——— —. Wir 
: Fibrinogen : | ; 
: Blutbestandteil | Gerinnung 
j com - salze bez 


Gruppen 




























Plasma 

‘itrate, 
: 0,5 8 Tropfen — pa saad 
0,5 5 a Sie ver! 
0,5 tore _ salzverbi 
Serum nach Ausfillung des Oxalats mit CaCl, sitzlich 

0,5 8 Tropfen + nach 14’ Paar 
05 | 5 o + nach 14’ betnacht 
O6...J 3 - ; + nach 14’ Substan: 
Blutkérperchen, nicht gewaschen also im 

= Tropfen o korpern 
05 3 = vor alle 
Blutkérperchen, nicht gewaschen, hamolysiert daB die 
0,5 8 Tropfen aa membra 

4 ; ee a Dafiir 
Blutkérperchen, mit physiol. NaCl-Lésung Wir ha 
gewaschen die Ti 
; Tropfen ve venosel 
05 | pane ae Permes 
_ Blutkérperchen, mit physiol. NaCl-Lésung Ein de 
gewaschen, himolysiert wonne! 
0,5 8 Tropfen — : 
0,5 Be Pre gerinn 
05 | 3 “ — bringe! 
Blutkérperchen, mit isotonischer Rohrzucker- Kalka 
lésung gewaschen 
0,5 8 Tropfen a schuB 
05 | rae _ Kalke' 
05 | ae - aufhet 
Blutkérperchen, mit isotonischer Rohrzucker- Perme 
l6sung gewaschen, himolysiert 

0,5 8 Tropfen _~ letzte 
0,5 e ” 4, al das A 
0,5 | 3 ” fea J 
suchen mit gewaschenen Blutkérperchen, sobald sie hamolysiert wurden, der H 
langsamer verlief als ohne diesen Eingriff. wider 
Die Wirkung der Gallensalze diirfte auf die Bildung einer komplexen Gerin 
Fibrinogenverbindung zuriickzufiihren sein. Dafiir sprechen eindeutig im Z 
unsere eingangs wiedergegebenen Alkoholfallungs- und Reibungs- Alkal 

versuche. Die Durchfiihrung dieser Versuche am Gesamtblut war ist. 
uns in einwandfreier Weise nicht méglich, da die Gallensalze starke dab « 


Hamolyse hervorrufen. Dadurch konnte eine exakte Trennung in die 
einzelnen Blutbestandteile, wie in den oben angefiihrten Versuchen, 
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nicht vorgenommen werden. Auch bei abgestuften Konzentrationen, 
soweit tiberhaupt noch eine Gerinnungsverzégerung erreichbar war, 
gelang es uns nie, die Himolyse zu vermeiden. 

Wir glauben so auf Grund unserer Untersuchungen die Neutral- 
salze beziiglich ihrer Fdhigkeit die Blutgerinnung zu hemmen in zwei 
Gruppen einteilen zu miissen. Die erste Gruppe umfaBt die Oxalate, 
Citrate, gallensauren Salze, das Magnesiumsulfat und Natriumchlorid. 
Sie verhindern durch die Bildung komplexer, ionisierter Fibrinogen- 
salzverbindungen die Gerinnung. Als Reprisentant der davon grund- 
sitzlich verschiedenen zweiten Gruppe wire das Natriumfluorid zu 
betrachten. Es verhindert den Austritt der gerinnungsbeschleunigenden 
Substanzen aus den korpuskuldren Elementen des Blutes. Es greift 
also im Gegensatz zu der ersten Gruppe nicht an den Plasmaeiweif- 
kérpern an. Man kénnte sich vorstellen, da8 die Natriumfluoridwirkung 
vor allem auf die Membran der Blutkérperchen in der Weise einwirkt, 
daB die Permeabilitét aufgehoben, also eine Art von Blockade der Zell- 
membran, wenigstens fiir bestimmte Substanzen, hervorgerufen wird. 
Dafiir sprechen auch die Tierversuche mit intravendser Injektion. 
Wir haben bei Besprechung derselben schon darauf hingewiesen, daB 
die Tiere an Erstickung zugrunde gehen, da® das arterielle Blut 
venosen Charakter zeigt, daB also zweifelsohne auch darin die gestérte 
Permeabilitaét der Blutkérperchenmembran zum Ausdruck kommt. 
Ein derartiges durch intravenése Injektion von Natriumfluorid ge- 
wonnenes Plasma zeigt, wie schon oben angegeben, keinerlei Spontan- 
gerinnung. Es li®t sich auch durch Kalkzusatz nicht mehr zum Gerinnen 
bringen, einerlei, ob man das Natriumfluorid durch die berechnete 
Kalkmenge eben zur Ausfillung bringt, oder ob man einen Kalkiiber- 
schuB in variierten Mengen zufiigt. Wir glauben deshalb nicht, daB der 
Kalkeliminierung beim Natriumfluoridblut beziiglich der Gerinnungs- 
aufhebung eine wesentliche Bedeutung zukommt, sondern dab nur die 
Permeabilitatsinderung der Blutkérperchenmembran, wobei wir unter 
letzteren die Gesamtheit der korpuskuliren Blutelemente verstehen, 
das Ausschlaggebende ist. 

Morawitz lie® unlangst in einer Arbeit durch Barkan’) die in 
der Hekmaschen Theorie postulierte Reversibilitat der Fibringerinnung 
widerlegen. Ein Beweis gegen die kolloidchemische Erklaérung des 
Gerinnungsprozesses ist dadurch jedoch nicht gegeben. Man mag 
im Zweifel dariiber sein, ob, wie Hekma behauptet, das Fibrinogen als 
Alkaliverbindung, als Alkalihydrosol des Fibrins, im Plasma vorhanden 
ist. Wir selbst sind in letzter Zeit auch zu der Uberzeugung gelangt, 
daB die Hekmasche Theorie in diesem Punkte kaum aufrechtzuerhalten 


1) loe. 
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ist. Unsere theoretischen Vorstellungen gingen dabei von den elektro. 
osmotischen Untersuchungen Ruppels!) aus. Er konnte zeigen, daf} 
ein Ubergang von Albumin in Pseudoglobulin und Euglobulin statt. 
findet, und zwar nicht nur im Reagenzglas, sondern auch im Organisms. 
Diese in Anbetracht der Immunisierungsverhiltnisse grundlegenden 
Untersuchungen Ruppels scheinen uns auch fiir das hier in Frage 
stehende Gebiet von besonderer Bedeutung. Die rein chemische Be- 
trachtungsweise der BluteiweiBkérper im Sinne einer durchgreifenden 
Verschiedenheit erscheint uns damit sehr in Frage gestellt, es diirften 
vielmehr nur rein physikalisch-chemische Varianten chemisch gleich- 
artiger Korper vorliegen. Auf der einen Seite das lyophile Albumin, 
auf der anderen Seite das lyophobe Globulin mit dazwischen liegenden 
Ubergangsstufen. Gerade das Fibrinogen baw. das Fibrinsol diirfté 
von den Globulinen als am meisten lyophob zu betrachten sein. [as 
zeigt sich schon in seiner leichteren Aussalzbarkeit und seiner besonderen 
Empfindlichkeit gegeniiber quantitativen Anderungen seiner Neutral- 
salzlésungsmittel, worauf wir schon in unserer fritheren Arbeit  hin- 
gewiesen haben. Solche lyophoben Kolloide benétigen die Anwesenheit 
von Neutralsalzen zu ihrer Lésung in optimaler Quantitit, sie sind dies- 
seits und jenseits dieses Optimums leicht ausflockbar. Die vielfach 
in der Literatur vorhandenen Widerspriiche beziiglich der Fibrinogen- 
gerinnung diirften unseres Erachtens vielfach auf der Nichtbeachtung 
des gerade fiir den Gerinnungsablauf so iiberaus wichtigen Salzgehaltes 
der Fibrinogenlésungen beruhen. Auch die Beobachtung Barkans 
von der Gerinnung eines salzempfindlichen Alkalifibrinogens durch 
Natriumoxalat ist ein kolloidchemisches Postulat. Das Alkalifibrinogen 
ist weitgehend ionisiert und wird durch jedes Neutralsalz in seiner 
Ionisation zuriickgedriingt. 

In dieser Weise scheint uns das Fibrinogen (Fibrinsol) als besonders 
hydrophobes Kolloid, auch als Gerinnungskérper besonders geeignet. 
Wir méchten vermuten, daB8 das Fibrinogen als Neutralsalzverbindung 
im Plasma gelést vorhanden ist, vor allem wire hier an das Kochsalz 
zu denken. Alle hydrophoben Kolloide sind in ihrem Solzustand sehr 
labil. Kolloidchemische Einfliisse der verschiedensten Art, wie Neutral- 
salze, besonders der zweiwertigen Kationen, oberflichenaktive Sub- 
stanzen usw., fiihren sie leicht in den Gelzustand iiber. So ist leicht 
verstindlich, daB die Blutgerinnung infolge der Labilitat des hydro- 
phoben Fibrinogens in der verschiedenartigsten Weise beeinfluSt 
werden kann. Und es ist auch ebenso begreiflich, daB der unbedingte 
Anhinger der Fermenttheorie in all diesen Méglichkeiten leichter 
BeeinfluBbarkeit den Ausdruck verschiedenster fermentativer Einfliisse 


') Ruppel, Deutsche med. Wochenschr. 2, 1923. 
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zi erblicken glaubt. Das erscheint uns jedoch verfehlt, wir sehen in 
dem BlutgerinnungsprozeB nur ein physikalisch-chemisches Geschehen 
in einem Gemisch von lyophilen und lyophoben Kolloiden. Da dahei 
den letzteren fiir den Gerinnungsablauf die Hauptrolle zufillt, ist 
nach dem Gesagten einleuchtend. Wir betrachten so das lyophobe 
Fibrin als das Gel des Fibrinogens, letzteres als das Neutralsalzhydrosol 
des Fibrins. Dieses Fibrinsol diirfte in dem Salzgehalt des Plasmas 
seine besten Lésungsbedingungen finden und als besonders hydro- 
phobes Kolloid nach den Gesetzen der Kolloidchemie ein ausgesprochen 
empfindliches Gerinnungssubstrat darstellen. 


Nachtrag zur Korrektur. 


Wahrend der Drucklegung dieser Arbeit erschien eine kurze Mitteilung 
von Wéhlisch: Die Rolle des Thrombins bei der Gerinnung des Blutes’). 
Wohlisch bestatigt darin unsere friiheren experimentellen Versuche tiber 
die Thrombinwirkung?), glaubt ihnen aber eine andere Deutung geben zu 
miissen. Er betrachtet die Thrombinwirkung als eine Verschiebung des 
isoelektrischen Punktes des Fibrinogens aus dem sauren nach dem neutralen 
Gebiete zu und setzt diesen Vorgang in Analogie zur Hitzegerinnung des 
Fibrinogens. Wohlisch greift zunichst auf Arbeiten des einen von uns 
mit Funck zuriick*), in denen wir den isoelektrischen Punkt des salzfrei 
dialysierten Fibrinogens mit p, = 5,0 angaben. Er bezweifelt, ob wir 
iiberhaupt genuines Fibrinogen in den Hianden gehabt hiatten, da eine 
Veranderung unserer Fibrinogenlésung durch die Dialyse gegen Alkali 
nicht ausgeschlossen sei. Da eine kurzdauernde Dialyse gegen Spuren 
von Alkali eine Denaturierung des Fibrinogens bedingen sollte, ist unseres 
Erachtens kaum wahrscheinlich.* AuBerdem sind aber die Einwiéinde von 
Woéhlisch durch seine eigenen Untersuchungen widerlegt, da er selbst fiir 
den isoelektrischen Punkt seines Fibrinogens denselben Wert findet wie 
wir, nimlich: py, = 4,86 bis 5,0. Viel eher erscheint uns dieser gegen unsere 
Versuche erhobene Einwand fiir die von Wohlisch durchgefiihrte Bestimmung 
des isoelektrischen Punktes des Fibrins berechtigt. Bekanntlich ist das 
Fibrin, wenn man nicht tief eingreifende Reinigungsverfahren anwendet, 
nie rein darzustellen. Es ist immer durch eingeschlossene korpuskulare 
Blutelemente verunreinigt. Es ist auBerst schwer léslich, und seine lang- 
same Lésung in Neutralsalzen wird auf die Wirkung beigemengter proteo- 
lytischer Fermente zuriickgefiihrt. Es sollen sich dementsprechend bei 
der Lésung des Fibrins verschiedene Globuline vorfinden, teilweise auch 
Albumosen und Peptone. Es miissen also unseres Erachtens Differenzen 
im isoelektrischen Punkte zwischen Fibrinogen und Fibrin sehr vorsichtig 
bewertet werden. AuBerdem verliert das ausgeflockte Fibrinogen (Fibrin) 
bekanntermaBen sehr rasch seine Léslichkeit. Es treten also nach der 
Ausfaillung sofort Anderungen seines physikalisch-chemischen Charakters 
ein, wie wir sie auch von anderen Gelen kennen. Es erscheint ‘also fraglich, 
inwieweit wir es dabei noch mit einem unverinderten Eiwei®korper zu tun 


1) Klin. Wochenschr. 1923, Nr. 23, und Kieler med. Gesellsch., Referat 
in Miinch. med. Wochenschr. 1923, Nr. 23. 

2) Diese Zeitschr. 184, 1922. 

3) Ebendaselbst 124, 126, 1921. 
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haben. Auch diese Tatsache liBt Verschiebungen des _ isoelektrisc)) oy 
Punktes weit eher als sekundire Verinderungen erscheinen, die mit de); 
Ablauf des Gerinnungsprozesses gar nichts zu tun zu haben brauchen 
Die Deutung unserer Thrombin-Membranversuche, die das Wesen 
der Thrombinwirkung als einen QuellungsprozeB des letzteren, wodurc 
dem Fibrinogen sein Lésungsmittel entzogen wird und dadurch die (io. 
rinnung erfolgt, definiert, glaubt Wéhlisch ablehnen zu miissen, da er nac|). 
wies, daB eine Fibrinogenlésung auch durch Dialyse gegen eine Thrombin- 
lésung von geringerem Kochsalzgehalt, wobei der Wasserstrom vom 
Thrombin zum Fibrinogen geht, zum Gerinnen gebracht wird. Dieser 
Versuch von Wohlisch ist nun durchaus kein Beweis gegen unsere An- 
schauungen. Wohlisch sagt damit uns lingst Bekanntes, das hatte er schon 
aus unserer oben erwaihnten Arbeit (Tabelle VI) entnehmen kénnen, wo 
wir rein wisserige Thrombinlésungen in Anwendung brachten. DaB dabei 
zunachst ein Wasserstrom nach der Fibrinogenlésung zu einsetzen mul), 
ist eigentlich selbstverstindlich, und ebenso, daB infolgedessen der Fliissiy- 
keitsspiegel in der Manometerréhre sinkt. Aber ebenso klar ist es auch 
und darauf geht Wohlisch nicht ein —, daB nachtriglich Kochsalz in die 
Thrombinlésung eindringt und ein Druckausgleich einsetzt, ja der Druck 
durch die nun einsetzende Quellung des Thrombins in dem_ kochsalz- 
reicheren Dispersionsmittel ansteigt. Wir kénnen also in der Wéhlischschen 
Versuchsanordnung nur eine Wiederholung und Bestatigung unserer eigenen 
Versuche erblicken, aber jedenfalls keine Widerlegung, sondern wir miissen 
an unserer Ansicht, da8 das Wesen der Thrombinwirkung in einer Quellung 
des letzteren und dadurch bedingten Wegnahme des Lésungsmittels des 
Fibrinogens beruhe, voll und ganz festhalten. Das Prinzipielle bei der 
Thrombinwirkung ist iiberhaupt die Frage: Ist das Thrombin ein Ferment ? 
Das glauben wir durch unsere Membranversuche zum erstenmal in exakter 
Weise experimentell widerlegt zu haben. Ebenso glauben wir, das Thrombin 
als artifizielles Produkt mit groBer Wahrscheinlichkeit charakterisiert zu 
haben. Fiir die daraus sich ergebende differente Wirkung von Thrombin 
und Serum haben wir in dieser Arbeit erneut einen Beweis erbracht, kommen 
darauf spaiter aber noch genauer zuriick. Das Thrombin ist ein Gemisch 
von Plasmaeiwei8k6rpern (Albumin, Globulin, auch Fibrinogen). Wir 
werden in einer folgenden Arbeit zeigen, daB man eine Fibrinogenlésung 
durch wasserfreies Fibrinogen zum Gerinnen bringen kann, hier versagt 
die Vorstellung von Wéhlisch vollkommen. Auch aus den SchluBfolgerungen 
der vorliegenden Arbeit geht ohne weiteres hervor, daB wir der Ansicht 
sind, daB die Hypothese von Wohlisch das Gerinnungsgeschehen in seinen 
Einzelheiten wohl kaum erklaren diirfte. Zudem vermégen wir in ihr 
nichts prinzipiell Neues zu erblicken, da auch die Hitzegerinnung des 
Fibrinogens eine Dehydratation desselben bedingt. Wir kénnen deshalb 
unsere experimentell gestiitzten einfachen Vorstellungen nicht andern, da 
uns die Wéhlischsche Ansicht nach den bis jetzt vorliegenden Mitteilungen 
nicht geniigend begriindet und, wie aus obigen ersichtlich, auch aus ,,physi- 
kalisch-chemischen Griinden‘‘ unwahrscheinlich erscheint. 
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Zur Kenntnis der Blutkatalase. 


Von 


Mitsutaro Tsuchihashi. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 


in Berlin.) 
. 


(Eingegangen am 5. Juni 1923.) 


Einleitung. 


Man hat schon mit verschiedenen Methoden die Reinigung der 
Blutkatalase versucht. Wenn es bisher noch nicht gelungen ist, die 
Katalase in einer reinen und dabei hoch wirksamen Form zu erhalten, 
so ist das in der groBen Empfindlichkeit des Enzyms gegeniiber den 
angewandten chemischen Substanzen begriindet. 

Unter den Methoden, welche am haufigsten zur Enzymisolierung 
angewandt worden sind, sind zu erwahnen: 

1. Die Verfahren, welche das Enzym mit dem begleitenden Eiweif 
zusammen fallen und aus dem erhaltenen Niederschlage das Enzym 
extrahieren, wahrend das Eiwei® ungelést bleibt. 

2. Die Adsorption des Enzyms und die nachfolgende Elution. Diese 
Verfahren hat bekanntlich Wéillstdtter theoretisch weitgehend durch- 
gearbeitet und sie praktisch mit grobem Erfolge angewandt. 

Senter!) hat lackfarbig filtriertes Blut mit Athylalkohol gefallt 
und den Niederschlag getrocknet. Aus dem so erhaltenen Priaparat 
extrahierte er die Katalase mit Wasser. 

Nach einem ahnlichen Verfahren haben Hwald?), Euler*) und 
andere gearbeitet. Das Ziel dieser Versuche war, zuerst die Katalase 
gemeinsam mit dem Hamoglobin auszufallen und sie dann durch 
Extraktion vom Himoglobin zu trennen. 

Eine andere Methode ist von Wolff und Stécklin*) angewandt 
worden, die im Gegensatz zu der oben angefiihrten darin besteht, 
daB die Hauptmenge des Oxvhaimoglobins durch Auskristallisieren 
mit Hilfe von Alkohol beseitigt und die Katalase in der Lésung zuriick- 


1) Senter, Zeitschr. f. physikal. Chem. 44, 1903. 
*) Ewald, Pfliigers Arch. 116, 1906. 

3) H. Euler, Hofmeisters Beitr. 7, 1906. 

4) Wolff und Stécklin, C. r. 152, 1911. 
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haben. Auch diese Tatsache laBt Verschiebungen des isoelektrisc|,: 
Punktes weit eher als sekundire Verinderungen erscheinen, die mit do 
Ablauf des Gerinnungsprozesses gar nichts zu tun zu haben brauchen 
Die Deutung unserer Thrombin-Membranversuche, die das Wesey 
der Thrombinwirkung als einen QuellungsprozeB des letzteren, wodurch 
dem Fibrinogen sein Lésungsmittel entzogen wird und dadurch die (io. 
rinnung erfolgt, definiert, glaubt Wéhlisch ablehnen zu miissen, da er nacl- 
wies, daB eine Fibrinogenlésung auch durch Dialyse gegen eine Thrombin. 
losung von geringerem Kochsalzgehalt, wobei der Wasserstrom vom 
Thrombin zum Fibrinogen geht, zum Gerinnen gebracht wird. Dieser 
Versuch von Wohlisch ist nun durchaus kein Beweis gegen unsere An- 
schauungen. Wohlisch sagt damit uns langst Bekanntes, das hatte er schon 
aus unserer oben erwihnten Arbeit (Tabelle VI) entnehmen kénnen, wo 
wir rein wisserige Thrombinlésungen in Anwendung brachten. DaB dabei 
zunachst ein Wasserstrom nach der Fibrinogenliésung zu einsetzen mui}, 
ist eigentlich selbstverstandlich, und ebenso, daB infolgedessen der Fliissig- 
keitsspiegel in der Manometerréhre sinkt. Aber ebenso klar ist es auch 
und darauf geht Wohlisch nicht ein —, da8 nachtraglich Kochsalz in die 
Thrombinlésung eindringt und ein Druckausgleich einsetzt, ja der Druck 
durch die nun einsetzende Quellung des Thrombins in dem_ kochsalz- 
reicheren Dispersionsmittel ansteigt. Wir kénnen also in der Wéhlischschen 
Versuchsanordnung nur eine Wiederholung und Bestitigung unserer eigenen 
Versuche erblicken, aber jedenfalls keine Widerlegung, sondern wir miissen 
an unserer Ansicht, da das Wesen der Thrombinwirkung in einer Quellung 
des letzteren und dadurch bedingten Wegnahme des Lésungsmittels des 
Fibrinogens beruhe, voll und ganz festhalten. Das Prinzipielle bei der 
Thrombinwirkung ist tiberhaupt die Frage: Ist das Thrombin ein Ferment ? 
Das glauben wir durch unsere Membranversuche zum erstenmal in exakter 
Weise experimentell widerlegt zu haben. Ebenso glauben wir, das Thrombin 
als artifizielles Produkt mit groBer Wahrscheinlichkeit charakterisiert zu 
haben. Fiir die daraus sich ergebende differente Wirkung von Thrombin 
und Serum haben wir in dieser Arbeit erneut einen Beweis erbracht, kommen 
darauf spiter aber noch genauer zuriick. Das Thrombin ist ein Gemisch 
von PlasmaeiweiBkérpern (Albumin, Globulin, auch Fibrinogen). Wir 
werden in einer folgenden Arbeit zeigen, daB man eine Fibrinogenlésung 
durch wasserfreies Fibrinogen zum Gerinnen bringen kann, hier versagt 
die Vorstellung von Wéhlisch vollkommen. Auch aus den SchluBfolgerungen 
der vorliegenden Arbeit geht ohne weiteres hervor, da8 wir der Ansicht 
sind, daB die Hypothese von Wéhlisch das Gerinnungsgeschehen in seinen 
Einzelheiten wohl kaum erklaren diirfte. Zudem vermégen wir in ihr 
nichts prinzipiell Neues zu erblicken, da auch die Hitzegerinnung des 
Fibrinogens eine Dehydratation desselben bedingt. Wir kénnen deshalb 
unsere experimentell gestiitzten einfachen Vorstellungen nicht andern, da 
uns die Wéhlischsche Ansicht nach den bis jetzt vorliegenden Mitteilungen 
nicht geniigend begriindet und, wie aus obigen ersichtlich, auch aus ,,physi- 
kalisch-chemischen Griinden** unwahrscheinlich erscheint. 
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Zur Kenntnis der Blutkatalase. 


Von 


Mitsutaro Tsuchihashi. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 


in Berlin.) 
® 


(Eingegangen am 5. Juni 1923.) 


Einleitung. 


Man hat schon mit verschiedenen Methoden die Reinigung der 
Blutkatalase versucht. Wenn es bisher noch nicht gelungen ist, die 
Katalase in einer reinen und dabei hoch wirksamen Form zu erhalten, 
so ist das in der groBen Empfindlichkeit des Enzyms gegeniiber den 
angewandten chemischen Substanzen begriindet. 

Unter den Methoden, welche am hiufigsten zur Enzymisolierung 
angewandt worden sind, sind zu erwihnen: 


1. Die Verfahren, welche das Enzym mit dem begleitenden Eiweif} 
musammen fallen und aus dem erhaltenen Niederschlage das Enzym 
extrahieren, wihrend das Eiwei® ungelést bleibt. 

2. Die Adsorption des Enzyms und die nachfolgende Elution. Diese 
Verfahren hat bekanntlich Wéillstdtter theoretisch weitgehend durch- 
gearbeitet und sie praktisch mit groBem Erfolge angewandt. 

Senter!) hat lackfarbig filtriertes Blut mit Athylalkohol gefallt 
und den Niederschlag getrocknet. Aus dem so erhaltenen Praparat 
extrahierte er die Katalase mit Wasser. 

Nach einem ahnlichen Verfahren haben Ewald?), Euler*) und 
andere gearbeitet. Das Ziel dieser Versuche war, zuerst die Katalase 
gemeinsam mit dem Himoglobin auszufillen und sie dann durch 
Extraktion vom’ Himoglobin zu trennen. 

Eine andere Methode ist von Wolff und Stécklin*) angewandt 
worden, die im Gegensatz zu der oben angefiihrten darin besteht, 
da8 die Hauptmenge des Oxyhimoglobins durch Auskristallisieren 
mit Hilfe von Alkohol beseitigt und die Katalase in der Lésung zuriick- 


1) Senter, Zeitschr. f. physikal. Chem. 44, 1903. 
2) Ewald, Pfliigers Arch. 116, 1906. 

8) H. Euler, Hofmeisters Beitr. 7, 1906. 

4) Wolff und Stécklin, C. r. 152, 1911. 
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gelassen wird. Eine aihnliche Methode benutzte Madinaveitia!). Nacfhjlgemeine 
seinem Verfahren wird der gréBte Teil des Himoglobins mit Athdlknter bes 
und Schwefelsiiure gefallt und der Rest weiter durch Schiitteln mj 
Ather beseitigt. Er hat auch versucht, durch Adsorption die Katalas 
zu reinigen, wie es in Abschnitt II genauer besprochen wird. 

Bei der Reinigung der Katalase aus anderen Substanzen, wie z. Bj 
Leber, Fett usw., wird haufig Alkohol und Ather angewandt. Jacoby: 
hat bei der Reinigung der Bakterienkatalase Aussalzungen mit Ammon 
sulfat, Magnesiumsulfat und Kochsalz ausgefiihrt. Auch Methylalkoh: 
hat sich als gutes Fallungsmittel nach den Angaben von Jacol)® 
bei der Bakterienkatalase bewahrt. 

Die bis jetzt bei der Reinigung der Katalase aus dem Blut ang Spaitung 
gewandten Methoden sind nicht ganz befriedigend. Denn bei eincfdie Spal 
Methode stért die schaidigende Wirkung der Fillungsmittel, bei deg Spaltung 
anderen ist die Ausfiihrung nicht so einfach. Das Ziel der Versuchdkularen — 
mus sein, ein méglichst von Beimengungen befreites Praparat vor Ron 
einer Wirksamkeit zu erhalten, die méglichst der Anfangswirksamkeitf Leberkat 
entspricht, und auBerdem muf die Methode einfach sein. Bei 

Auf Anregung von Herrn Prof. Jacoby habe ich versucht, in dieser H,0,-Lé 
Richtung hin mich zu beschaftigen und den oben angefiihrten Forde-{ Natrium 
rungen bei der Katalasereinigung soweit wie méglich entgegenzu-{ molare 1 
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Es lag nahe, neben der von mir zum ersten Male angewandten wird als 

Chloroformmethode zur Isolierung der Katalase auch die Adsorption] oben ang 


und nachfolgende Elution und endlich auch eine Kombination derf und in € 
beiden Verfahren zu versuchen. Zuniichst werde ich die allgemeine§ %e Te 
Methodik besprechen und dann in Teil I die Chloroformmethode, in pin 
Teil II die Adsorptionsversuche schildern, in Teil III folgen dann die geeignet 
kombinierten Versuche. Zum Schlu8 werden wir die Resultate zu-§ zwar w 


sammenfassend besprechen. gesetzt, 
gemisch 

Allgemeine Methodik. zugefiig 

Der zeitliche Verlauf der H,O,-Spaltung durch Katalase bei tration 
starker Verdiinnung der H,O,-Lésung kann nach Senter*) durch die So 
Gleichung der monomolekularen Reaktion ausgedriickt werden, und die — | 
dabei gewonnenen K-Werte sind proportional der zugesetzten Enzym- es 


menge. Nach den eingehenden Untersuchungen von Waentig und§ Ablauf 


Steche®) entspricht der Reaktionsverlauf der H,O,-Zersetzung im hinzug 








diese \ 
1) Madinaveitia, Dissertation, Ziirich 1912. Kohler 
2) M. Jacoby, diese Zeitschr. 89, 1918. saureft 
3) Derselbe, ebendaselbst 95, 1919. niema! 
*) Senter, Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 1903; 51, 1905. 
5) Waentig und Steche, Zeitschr. f. phys. Chem. 72, 1911; 76, 1912; 1) 
79, 1912. 2) 
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Blutkatalase. 


). Nacfhligemeinen nicht dem Schema der Reaktion erster Ordnung. Immerhin 
it Athefinter bestimmten Versuchsbedingungen besteht eine annihernde 



















feln mifproportionalitat zwischen. der Fermentkonzentration und den aus 
Catalafen in der ersten Phase der Reaktion stattfindenden’ H,0,-Abnahmen 
pach der Reaktionsgleichung erster Ordnung berechneten K-Werten. 
‘ie z. BDaher empfiehlt es sich, die Katalasewirkung durch diese K-Werte ‘. 
lacoby*Myuszudriicken. Nach Morgulis') soll der Gang der Spaltung des H,0, 
‘mmonfidurch Katalase von dem jeweiligen Mengenverhaltnis Ferment-H, 0, 
lalkohoffabhiingig sein. Wird bei einer reichlichen Menge von Ferment der 
acoh yf réBte Teil des H,O, zersetzt, so entspricht die Spaltung der Formel 
einer monomolekularen Reaktion; reicht die Fermentmenge nur zur 
lut an@Spastung von etwa 70 bis 80% des vorhandenen H,O, aus, so nimmt 
i einefdie Spaltung einen ,,bimolekularen“‘ Verlauf. Dazwischenliegende 
ei deg Spaltungswerte kénnen gut durch die Formel einer anderthalb-mole- 
rsuchdfkularen Reaktion dargestellt werden. 
at vor Rona und Damboviceanu?) konnten bei ihren Versuchen iiber 


amkeitf Leberkatalase diese Angaben von Morgulis bestitigen. 


: Bei meinen Untersuchungen benutzte ich 100 ccm einer etwa n/100 
diese H,O,-Lésung, die als'Puffer 10 cem einer Mischung von m/15 zweibasischem 
Forde. Natriumphosphat und m/15 einbasischem Kaliumphosphat enthielt. Die 
renzy-§ molare Konzentration des Phosphatgemisches war in dieser H,O,-Lésung 
eine m/150 und die Wasserstoffionenkonzentration betrug py = 7, ge- 
messen nach der Indikatormethode von Michaelis und Gyemant. Die Lésung 
; wird also in der Nahe der optimalen Reaktion gehalten. Je 100 ccm der 
rption§ oben angefiihrten H,O,-Lésung wurden im Erlenmeyerschen Kolben verteilt 
n derf und in einem Bad von schmelzendem Eis so lange gehalten, bis die Lésung 


ndten 


meine eine Temperatur von 2° C angenommen hatte. Das m/150 Phosphatgemisch 
io in wurde ebenfalls im gleichen Bade auch bis auf 2°C abgekiihlt. Nach der 

| Erreichung dieser Temperatur wurde die zu priifende Fermentlésung in 
n dich geeigneter Weise mit dem abgekiihlten Phosphatgemisch verdiinnt, und 


€ zu-§ zwar wurden in einer Probe 10 ccm Fermentlésung sofort dem H,O, zu- 
gesetzt, in einer anderen wurden 5 ccm Fermentlésung mit 5 cem Phosphat- 
gemisch zusammengebracht und dieses Gemisch sofort zum H,O, hin- 
zugefiigt. Die Gesamtmenge betrug also 110 cem und die H,O,-Konzen- 
bei tration war unter n/100. 


1 die Sofort nach der Zusetzung der Fermentlésung wurden die Gemische 
1 die§ dureh ganz leichte Schwenkungen gemischt und auf eine bestimmte Zeit 
i, in demselben Bade ruhig stehengelassen. Im Kontrollversuche wurden an 
‘ Stelle der Fermentlésung 10cem Phosphatgemisch verwendet. Nach 
und} Ablauf dieser Zeit wurden zu jedem 20 ccm einer 20 proz. H,SO,-Lésung 


im hinzugesetzt und mit n/20 Kaliumpermanganatlésung titriert. Das fiir 
diese Versuche benutzte destillierte Wasser war immer durch Kochen von 
Kohlensaure freigemacht. Das H,O, wird aus Perhydrol ,,chemisch rein 
siurefrei‘* von Merck hergestellt; Perhydrol (Tropenpackung) habe ich 
niemals benutzt. Das Perhydrol wurde auf die Halfte mit destilliertem 





a12; 1) Morgulis, Journ. of biol. Chem. 47, 1921. 
2) Rona und Damboviceanu, diese Zeitschr. 134, 1922. 
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Wasser verdiinnt und als Stammlésung in einer verschlossenen Flas:-lyc 
im Eisschrank aufbewahrt. Die bei den Kontrollversuchen auftretendey 
geringen Schwankungen in den erhaltenen Werten sind durch Zersetzunven 
von H,O, wahrend der Aufbewahrungszeit zu erklaren. Die bei den Vor. 
suchen benutzten ‘Gegenstinde waren immer besonders gereinigt. Aus 
den erhaltenen Werten der KMnO,-Lésung habe ich die Geschwindigkeits. 
konstante (A) nach der Gleichung der monomolekularen Reaktion K — 0,4343} 


a 
on LA log 5 - berechnet, wobei a die Anfangskonzentration, x die ye. 


spaltene H,O,-Menge in dem betreffenden Zeitpunkt bedeutet, die in n 20 
Kaliumpermanganat ausgedriickt werden. ¢ bedeutet die Zeit in Minuten. 

Die K-Werte habe ich zweimal im Zeitpunkt von 10 und 20 Minuten 
oder einmal im Zeitpunkt von 20 Minuten berechnet. Wie aus den unten 
gebrachten Tabellen ersichtlich ist, sind die K-Werte im Zeitpunkt von 
20 Minuten im Vergleich zu denen von 10 Minuten kleiner. Immerhin sind 
die in solehen kurzen Zeitabschnitten und unter genau den gleichen Ver- 
suchsbedingungen gewonnenen K-Werte, im Bereich der zum Vergleich 
benutzten Fermentkonzentration, der zugesetzten Fermentmenge fast pro- 
portional. Ich glaube daher, daB mit denselben die Wirksamkeit geniigend 
verglichen werden kann. 


1. Die Chioroformmethode. 

Es wird allgemein angenommen, da die Katalase im Blut sich 
fast nur in den Erythrocyten befindet und auch das Haimoglobin mit 
der Katalase nicht identisch ist. Ich war daher bestrebt, die Katalase 
vom Himoglobin zu trennen. Als eins der geeignetsten Fallungsmittel 
habe ich nach langem Suchen schlieBlich das Chloroform gefunden. 
Nach den Untersuchungen von Kriiger!) wird das Hamoglobin durch 
Chloroform auch bei Zimmertemperatur quantitativ ausgefallt, und 
zwar in folgender Weise. Eine bei 15°C gesattigte wiisserige Himoglobin- 
lésung wird mit einem bedeutenden ChloroformiiberschuB im Laufe 
des Tages zehn- bis zwélfmal heftig geschiittelt und dann iiber Nacht 
ruhig stehen gelassen. Die obenstehende farblose, ein wenig getriibte 
Fliissigkeit wird durch Filtration vollkommen farblos und wasserklar. 
Das erhaltene Filtrat zeigt keine Adsorptionsstreifen und gibt nicht 
die empfindlichen EiweiBreaktionen. 

AuBerdem hat das Chloroform noch einen Vorteil, daB es gleich- 
zeitig die lipoiden Substanzen beseitigt. 

In der Literatur fand ich bis jetzt keine Angaben iiber die Benutzung 
von Chloroform zur Reinigung von Blutkatalase. Es hat natiirlich mit 
unserer Frage nichts zu tun, wenn Loew?) Chloroformwasser zur Extraktion 


von Katalasen aus den Tabakblittern anwandte und Issajew*) ebenfalls 
fiir die Extraktion derselben aus Hefe. Nach den Untersuchungen von 


1) Kriiger, Zeitschr. f. Biol. 41, 1901. 

*) P. Loew, Washington Bullet. of U. 8. Depart. of Agricult. 68, 1900, 
zitiert nach Wohlgemuth. 

%) Issajew, Zeitschr. f. phys. Chem. 42, 1904. 
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Choay*) soll die Entfernung der Lipoidsubstanzen der Schweineleber durch 
Chloroform die Wirksamkeit des Riickstandes begiinstigen. Auch Euler?) 
und seine Schiiler geben an, daB das Chloroform die Katalasewirkung 
der frischen Hefezellen sehr stark aktivieren soll. Weiter gibt der gleiche 
Verfasser*) an, da® das Chloroform die Katalasewirkung der roten Blut- 
kérperchen 10 bis 15% verstirkt. Aber da dabei eine erhebliche Beein- 
flussung der Plasmolyse bemerkbar war, so soll die Aktivierung nach der 
Meinung des Verfassers keine reine Erscheinung sein. Aus den vorliegenden 
Untersuchungen kénnte man, also vermuten, daB das Chloroform auf die 
Katalase nicht stérend, sondern vielleicht sogar aktivierend einwirkt. 
Experimentelles. 

Bei den ersten Versuchen habe ich ein aus Pferdeblutkérperchen 
hergestelltes Pulver benutzt. Die Herstellung geschah in folgender 
Weise: etwa 3000 ccm geschlagenes Pferdeblut wurde einen Tag lang 
stehengelassen. Die zu Boden gesunkenen Blutkérperchen wurden 
vom Serum getrennt, mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen 
und von der Waschfliissigkeit abgetrennt. Die erhaltenen Blutkérper- 
chen wurden, um die enthaltenen Salze zum gréBten Teil zu entfernen, 
etwa 24 Stunden in Pergamentschliuchen gegen destilliertes Wasser 
dialysiert. Dann wurde die wihrend der Dialyse lackfarbig gewordene 
Blutkérperchenlésung im Faust-Heimschen Apparat bei Zimmertem- 
peratur getrocknet. Die dabei erhaltene Trockensubstanz wurde ge- 
pulvert. Das erhaltene Pulver wog etwa 372 g. Es wurde etwa 2 Wochen 
im Exsikkator stehengelassen und in einer Flasche mit Paraffin luft- 
dicht verschlossen und im Eisschrank aufbewahrt. 

Dieses Pulver liste sich nicht ganz vollstandig im Wasser. Die 
getriibte Lésung wurde zentrifugiert und filtriert. Die Wirksamkeit 
war folgende: 

Tabelle I. 











| Unfiltrierte Lésung Filtrierte Lésung 
Unverdiinnte | a—x a—z 
Lésung t = 20’ | t=10 t = 20 
| es __com fi >.. .em ccm 


0.2 | 96 =| 49 9,7 5,1 
0,1 38 | 100 | 139 10,0 
0 19,9 — i — — 
| it 
Bei den unten folgenden Versuchen habe ich ein Pulver etwa 
7 Monate nach seiner Herstellung benutzt und dabei die wichtigsten 
Bedingungen der Chloroformanwendung untersucht. Aber selbst- 


verstiindlich glaube ich nicht, daB die hier ermittelten Versuchsbedin- 
1) Choay, Journ. de Pharm. 8, 1911. . 
2) Euler und Blix, Zeitschr. f. phys. Chem. 105, 1919; Euler und 
Laurin, ebendaselbst 106, 1919. 
8) Euler und Borgenstam, diese Zeitschr. 102, 1920. 
7 
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gungen fiir alle anderen Blutlésungen genau in gleicher Weise giiltig 
sind. Denn die Ergebnisse der Versuche kénnen erstens von dem 
“iweiBgehalt der Ausgangslésung abhingig sein und zweitens miissen 
der Salzgehalt und die Aziditét der Ausgangslisungen eine Rolle 
spielen. AuBerdem kann wahrscheinlich die Aufbewahrungszeit des 
Pulvers von Bedeutung sein. Aber ich glaube auf Grund meiner Ver. 
suche, daB die mit diesem Pulver ermittelten Bedingungen mit kleinen 
Unterschieden fir alle Fille anwendbar sind. Denn wir haben auch 
bei einem anderen Pulver gute Resultate erhalten und entsprechende 
Ergebnisse auch bei frischem Blut. 

Die Versuche mit Chloroform wurden in folgender Weise angestellt. 
Als Chloroform wurde Chloroformium D. A. B. 5 (Kahlbaum) benutzt. 
Das Blutpulver wurde in destilliertem Wasser 1 proz. aufgelist, dann 
zentrifugiert und abfiltriert. Der N-Gehalt dieses Filtrats bzw. der 
Ausgangslésung betrug etwa 130mg in 100 ccm, wenn auch kleine 
Schwankungen nach dem Lésungszustand des Pulvers unvermeidlich 
waren. 100ccm dieser Lésung und 20cem Chloroform wurden in 
einen 240 ccm fassenden kugelférmigen Scheidetrichter gebracht und 
wahrend 20 Minuten mit Unterbrechungen stark geschiittelt; dabei 
betrug die Gesamtzeit des Schiittelns 5 Minuten. Durch das Schiitteln 
trat immer mehr eine recht starke und schwer absetzbare Triibung 
ein. Das Gemisch wurde kraftig zentrifugiert. Die obenstehende 
Flissigkeit wurde darauf durch Filtration von dem dicken, ziegelroten 
Niederschlag und dem Chloroform abgetrennt. Das Filtrat betrug 
95,5 ccm; es war klar und hatte nur einen schwach gelben Ton. Von 
einer braunen Farbe war nichts mehr zu sehen. Die Wasserstoffionen- 
konzentration des Filtrats zeigte py = 6,6. 

Bei Zusatz von Sulfosalicylsiure zeigte die Liésung eine ziemlich 
deutliche Triibung, obwohl dieselbe nicht zu vergleichen war mit der 
Triibung der Ausgangslésung, die sehr stark ausfiel. Die Lésung hatte, 
wie in allen entsprechenden Versuchen, einen Chloroformgeruch, da 
ich das Chloroform nie besonders entfernt hatte. 

Die Wirksamkeit des Filtrats bzw. der gereinigten Lésung war 


folgende: 
Tabelle II. 








ee | Gereinigte Lésung a5 
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Wie aus dieser Tabelle ersichtlich ist, betrigt die Wirksamkeit 
der gereinigten Lésung etwa 74% im Vergleich mit der Ausgangs- 
lésung. Bei jedem Versuch habe ich mit den aus diesem Pulver her- 
gestellten Lésungen unter gleichen Bedingungen immer ungefihr gleiche 
Resultate erhalten. 

Ich habe bei diesem Versuch die Wirksamkeit des durch Chloroform 
entstandenen Niederschlages gepriift. Dabei wurde der Niederschlag 
yon dem untenstehenden Chloroform méglichst befreit und im Wasser 
verteilt. _Dabei léste:sich der Niederschlag anscheinend nicht auf. 
Um noch darin enthaltene Reste von Chloroform zu entfernen, habe 
ich die Lésung in den Faust-Heimschen Apparat fiir etwa 1 Stunde 
gebracht. Dann wurde Wasser bis zu dem urspriinglichen Volumen 
zufiigt. Auch jetzt hatte diese Lésung noch etwas Chloroformgeruch. 


Tabelle III. Priifung der Aufschwemmung des durch Chloroform 
entstandenen Niederschlages. 





| t=10' t = 20 
Unverdiinnte | 
Lésung 





ccm ccm 








0,2 | 17,2 0,0066 15,2 0,0060 
0,1 18,5 0,0034 17,7 0,0027 
0 20,0 pte ae pit 








Wie aus diesem Versuche ersichtlich ist, enthielt die Auf- 
schwemmung des Niederschlages wenig Katalase. Diese Aufschwemmung 
wurde filtriert, das gewonnene, wasserklare Filtrat wirkte sehr wenig. 
Folglich befindet sich die im Niederschlage tibergegangene Katalase 
in im Wasser unlislichem Zustande. 

Die durch Chloroform gereinigte Lisung wurde mit einigen Tropfen 
Chloroform versetzt und in einer sorgsam gereinigten Flasche fest 
verschlossen im Eisschrank aufbewahrt. Im Laufe von Tagen zeigten 
sich gewohnlich in der Lésung wenige ganz feine membranartige 
Partikelchen, dabei blieb die Lésung selbst ganz klar. Nach Ablauf 
von 4 Wochen wirkte: die gereinigte Lésung, deren urspriingliche 
Wirksamkeit in Tabelle II geschildert worden war, in folgender Weise. 
Die vorhandenen Partikelchen wurden durch Filtration entfernt. 


Tabelle IV. 





Unverdiinnte | homies ao! Res tay 
Lésung az EK a-z K 
re ccm ccm 
—_ 
0,2 | 120 00222 | 8,1 
0,1 15,3 0,0116 12,7 


0 | 20,0 ides 
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Wie aus dem Vergleich von Tabelle II und IV ersichtlich ist, findet 
keine merkliche Verminderung der Wirksamkeit statt. 

Wie ich schon oben mitgeteilt habe, war die Ausbeute der Katalase 
unter bestimmten Bedingungen etwa 70%. Das war das beste Resultat, 
das bei diesem Pulver zu erzielen war. 

Die angewandte Chloroformmenge betrug immer !/,; Volumen der 
Ausgangslésung, diese Menge war geniigend. Zum Schiitteln habe 
ich keinen besonderen Apparat angewandt, sondern es nur mit den 
Handen kraftig ausgefiihrt, und ich glaube, daB das Schiitteln dabei 
gleichmaSig ausgefiihrt wurde. 

Bei einer bestimmten Menge der Ausgangsliésungen und des Chloro- 
forms ist das Volumen des Schiitteltrichters von Wichtigkeit. Bei 
meinen Versuchen habe ich immer 50ccm der Ausgangslésung und 
demgema8 10ccm Chloroform in einen Kugeltrichter von 120 ccm 
Inhalt gebracht, und bei Anwendung einer doppelten Menge derselben 
Lésungen habe ich auch einen Kugeltrichter von doppeltem Inhalt 
also von 240 cem Inhalt benutzt. 

Bei dem folgenden Versuch wurden 50 ccm der Ausgangslésung 
und 10cem Chloroform in einen Kugeltrichter von 240ccm Inhalt 
anstatt 120 ccm Inhalt gebracht und im ganzen 5 Minuten geschiittelt. 
Darauf wurde das Gemisch zentrifugiert und die oben stehende Fliissig- 
keit abfiltriert. Das Filtrat sah etwas blasser aus als das Filtrat, das 
in einem Trichter von 120 ccm Inhalt ebensoviel Minuten geschiittelt 
wurde. Auch bei Zusatz von Sulfosalicylsiure war die Triibung bei 
diesem Filtrat geringer. 


Tabelle V. 























16, 7 a 
20,1 


¢ jaan t _ ee tae lee a 


~Ausgangsiésung = isis _Gereinigte Lésung 
ee ee —. 
& Se Ho urchs |, ie , rchs | 
diinnte t= ae schnittl.| siete cee schnittl.| x” 
seasons, 4 | EELEL AGERE | SERIO CHEGR | a nie pemen: gamers Teepe (TAL 
je—# K Siteah K | Werte | a—x K |\@¢-2 K Werte 
_ |_ecm_ | y com K' || ecm & Rete EF ee E" |i % 
| 10,0 0,0303 5,4 0.0386 0.0294) 14,0 (0.0157 | 10,7 |o,o137. ‘0.0147! 50 
o1 | 14,2 0.0151 103 (0.0145) 0.0148) 








14.6 ey 0,0075), 51 


Wie aus dieser Tabelle ersichtlich, ist hier die Ausbeute geringer. 

Die Schiittelungsdauer iibt selbstverstiindlich auf die GréBe der 
Ausbeute einen EinfluB aus, wie es aus folgendem Versuch hervorgeht. 
Es wurden hier ebenfalls 50 ccm der Ausgangslésung und 10 ccm 
Chloroform in einen 120 ccm groBen Schiitteltrichter gebracht; eine 
Lésung wurde im ganzen 10 Minuten und eine andere im ganzen 
15 Minuten geschiittelt und filtriert. Die Lésungen wurden in gleicher 
Weise wie im vorigen Versuch verarbeitet. Die dabei erhaltenen Filtrate 
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waren weniger gelb und zeigten ebenfalls 
eine verminderte Triibung nach Sulfosalicyl- 
siurezusatz als diejenige, die im ganzen nur 
5 Minuten geschiittelt wurde. Bei beiden 
Filtraten waren dieselben Unterschiede auch 
erkennbar (Tabelle VI). 

Wie aus diesem Versuch ersichtlich ist, 
nimmt die Wirksamkeit der Lésung bei 
langerer Schiittelungszeit immer ab. Nach 
der Sulfosalicylprobe kann man vermuten, 
da® gleichzeitig mit der Verminderung der 
Wirksamkeit auch eine Verminderung des 
EiweiBes stattfindet. Daraus ergibt sich 
die Frage, ob nach der Entfernung des 
EiweiBes der Lésung durch Chloroform auch 
die Wirksamkeit der Katalase erhalten 
bleibt. Zur Entfernung des Gesamteiweibes 
hat Kriiger, wie ich schon oben mitgeteilt 
habe, die Himoglobinlésung mit Chloro- 
formiiberschuB zehn- bis zw6lfmal am Tage 
stark geschiittelt. 

Bei meinen Versuchen bin ich in folgender 
Weise vorgegangen. 50 ccm einer gereinigten 
Lésung werden mit 20ccm Chloroform in 
einen Schiitteltrichter gebracht und etwa 
im ganzen 10 Minuten stark geschiittelt, 
dann zentrifugiert und abfiltriert, es war 
nur Riickstand in sehr kleiner Menge vor- 
handen, so da®B derselbe leicht iibersehen 
werden konnte. Das Filtrat war wasserklar 
und wies bei der Sulfosalicylprobe keine 
Tribung auf. 





Tabelle VII. 





Wieder 
geschittelte Lésung 
a—az (t=20) 
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| 193 
| 


Urspriingliche 
gereinigte Losung 
a-—Z (t a= 

ecm 


8,1 
12,8 
20,2 


Unverdiinnte | 
Lésung | 
BE _ 
0.2 
0,1 
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19,7 
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Wie aus diesem Versuch ersichtlich ist, 
zeigt die Loésung eine sehrstarke A bschwachung 
ihrer Wirksamkeit, wenn sie nach Schiitteln 


Tabelle VI. 


Gereinigte Lésung (10 Minuten geschiittelt) 





Aus- 
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Gereinigte Lésung (15 Minuten geschiittelt) 
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14,5 0,0069) 
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x | 
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mit Chloroform keine Tritbungsreaktion mit Sulfosalicylsiure vi} 
Es scheint also, daB die Katalasewirkung beim Schiitteln mit Chioro. 
form verschwindet, wenn die letzte Spur von EiweiB auf diesem Weg 
aus der Lésung entfernt wird. 

Die Verhaltnisse zwischen den Mengen der Ausgangslésung nd 
des Chloroforms einerseits, andererseits die Verhiltnisse zwischen der 
gesamten Menge der beiden Lésungen und der GréBe des Schiiitel. 
trichters, die bei meiner Methode angewandt wurden, kann man selbst. 
verstindlich auch anders modifizieren. Die Hauptsache bei dieser 
Methode ist, fiir jede Blutlésung die passende Schiittelungsdauer 1 
wihlen. Durch Schiitteln:mu8 das EiweiB méglichst entfernt werden 
und nur ein ganz kleiner Teil davon in der Lésung bleiben. Dic 
passende Schiittelungszeit ist durch den Farbenton der obenstehenden 
Lésung zu bestimmen. Ich habe das Gemisch so lange geschiittelt, 
bis die obenstehende Fliissigkeit von dem braunen Farbenton in einen 
schwach gelben Ton tiberging. Leider ist der Farbenton wegen des 
Emulsionszustandes der Lésung schwer zu erkennen, auch bei der 
Benutzung einer Tiipfelprobe. Daher ist es zweckmiBig, einen kleinen 
Teil des Gemisches zu zentrifugieren, um aus der obenstehenden 
Flissigkeit den Farbenton zu erkennen. Das Hamoglobin fallt tat- 
sichlich in den ersten Minuten zum gréBten Teil aus und die oben- 
stehende Flissigkeit zeigt nur eine schwache braune Farbe. Bei dem 
hier angewandten Pulver wird dieser Zustand nach 2 bis 3 Minuten 
schon erreicht. Zur weiteren EnteiweiBung ist auch méglich, diese 
braune Lésung vom Niederschlag zu entfernen und weiter mit Chloro- 
form zu schiitteln. Es ist zweckmaBig, nunmehr eine kleinere Menge 
Chloroform und viel kiirzere Schiittelungszeit anzuwenden, weil dic 
Katalase sehr leicht in den unléslichen Zustand iibergehen kann. 

Die mit Chloroform gereinigte Fermentlésung ist, wie ich schon 
oben mitgeteilt habe, ganz klar und zeigt nur einen schwach gelben 
Ton. Aus diesem Aussehen der Liésung kann man mit aller Wahr- 
scheinlichkeit annehmen, da dieselbe den gréBten Teil des be- 
gleitenden EiweiBes verloren hat. Um sich davon zu iiberzeigen, 
habe ich bei den Pulverlésungen und frischem Blut den Stickstoff- 
gehalt und Trockenriickstand der gereinigten Lésung bei einer Tem- 
peratur bis 100° bestimmt und die Ergebnisse mit denen der Ausgangs- 
lésungen verglichen. Ich konnte dabei feststellen, daB die gereinigten 
Lésungen, im Vergleich zu den Ausgangslésungen, neben der starken 
Verminderung des Trockenriickstandes viel weniger Stickstoff enthalten. 


1. Versuch mit Pulver Nr. 1. 
Ich habe bei diesem Versuch das gleiche Pulver benutzt wie bei 
den vorigen Versuchen. Das Pulver wird 1 proz. in destilliertem Wasser 
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gelist, zentrifugiert und abfiltriert. Zu 100ccm von dieser Lésung 
wurden 20cem Chloroform zugesetzt und in einen Schiitteltrichter 
yon 240 cem Inhalt gebracht. Das Gemisch wurde im ganzen 5 Minuten 
stark geschiittelt. Die obenstehende Fliissigkeit wurde abfiltriert, 
und dabei wurde eine klare mit leicht gelbem Ton versetzte Flissig- 
keit in einer Menge von 95,5 ccm erhalten. 













Tabelle VIII. 














I Ausgangs slésung Gereinigte Lésung 
Unvers i} 2 Durch Durch —< 
| pass y amit y s aii , cate s 
dinnte|| ¢=10 t= 20 schnittl. coi (=e schnitth, x” 
Ks 


Lésung |} ——_———_|_——_|_ K. Rauenewn BOE * 
re K a—z| x | Werte | a—z K a—x K Werte 
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com ecm ccm lo 


com || ccm | 
0,2 10,2 '0,0290 5,7 0,0272 0,0281 || 12,5 0,0202 | 8,7 0,0180 0,0191 68 
0,1 | 142 '0,0147 | 10,7 0.0135 0.0141 15,8 (0.0100, 133 0,088 0,0094 6 
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Trockenriickstand | N-Gehalt a setae 


(in 100 com) | (in 100 ccm) Trockenriickstand 








Ausgangslésung. ..... 0,829 g 127,4 mg 15,4 °/, 
Gereinigte Loésung .... 0,031 g 2,65 mg 8,5 °/5 


Mengenverhiltnisse der ge- 


reinigten Lésung gegen 
Ausgangslésung ... . 3,7 °/o 2,1°/, — 


2. Versuch. mit Pulver Nr. 2. 


Dieses Pulver wurde nach derselben Methode wie Pulver 1 her- 
gestellt. Von etwa 1000 ccm geschlagenem Pferdeblut wurden die 
Blutkérperchen abgetrennt und mit physiologischer Kochsalzlésung 
gewaschen und wihrend einer Nacht mit destilliertem Wasser dialy- 
siert und im Faust-Heimschen Apparat getrocknet. Dabei wurden 
etwa 125g Pulver erhalten. Das Pulver wurde im Exsikkator weiter 
getrocknet und im Kisschrank wie Pulver 1 aufbewahrt. Versuche 
mit diesem Pulver wurden 2 Wochen nach seiner Herstellung vorge- 
nommen. Es léste sich nicht vollstindig in Wasser auf wie Pulver I, 
doch wurde es filtriert und die erhaltene klare Lésung benutzt. Der 
Stickstoffgehalt war fast gleich wie beim Pulver.1. Trotzdem war 
hier die Fallung mit Chloroform schwerer. Durch Schiitteln, das in 
ganz gleicher Weise wie bei Pulver 1 ausgefiihrt wurde, konnte man 
die braune Farbe nicht ganz entfernen. Erst bei einer Schiittelungszeit 
von insgesamt etwa 8 Minuten erhielt man immer eine klare mit schwach 
gelbem Ton versehene Fliissigkeit. 

Diese Pulverlésung war sehr schwer absetzbar, und zwar war 
nach langem starken Zentrifugieren die obenstehende Lésung immer 
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noch milchig getriibt; dementsprechend ging die Filtration  inime: {7 
sehr langsam vor sich. Bei Zusatz von einer kleinen Menge von K och. 
salz ging die Fallung und Absetzung bedeutend schneller. Aber jch 
} habe immer ohne Kochsalz gearbeitet. jusgang 
: Gereinig 
5 Versuch 1. Mengen\ 
100ccm der Ilproz. Ausgangslésung und 20ccm Chloroform — 
wurden in einem Schiitteltrichter von 240 ccm Inhalt wahrend etwa 
40 Minuten mit Unterbrechungen stark geschiittelt und dann zentri. Wi 
fugiert. Dabei betrug die gesamte Schiittelzeit etwa 8 Minuten. Die {§ Lésung 
milchig getriibte obenstehende Lésung wurde filtriert. Das gewonnene fg samkeit 
Filtrat war klar und hatte nur einen schwachen gelben Ton. Es betrug § }/,, U™' 
94 ccm. 
Tabelle IX. 
Ausgangslésung Gereinigte Lésung Al 
Unvers ; : eae j rae rey ; Aus ei 
dine) t=10 | tmay |Durehs gag | em ay |/Darehs cue UE Diesel 
Lésung | —-———_— ——| Ks nn dl k’ 
a—z| |e—2! K Werte a—a K ila —a@! || Werte 
cem | ccm ccm atte | x’ com com | x" 0 
0,2 82 0,0385 3,8 0,0360 0.0373, 9,1 0.0340, 48 00300 0.0325 87 i 
0,1 12,8 0,0192 8,8 0,0177 0,0185 | 13,3 0,0175. 9,9 '0,0152 0,0164 89 Die B 
0 jig9| — ot tien EL ear wae. | - deung 
destill 
Trockenriickstand | N-Gehalt ~~ — Weise 
(in 100 ccm) - (in 100 oma) | Trockenriickstand se 
, stepper necnsroens seinnsaioae | mas Wirks 
Ausgangslésung. ..... 0,828 g | 1288 mg a 15,6 °/, Gleick 
Gereinigte Lésung ... . 0,028 g | 245mg | 8.8%), form 
Mengenverhiltnisse der ge- | i 
reinigten Lésung gegen | ganze: 
Ausgangslésung vat 3,4 9/9 1,9°/, gesalr 
Das | 
Versuch. 2. wurd 
Dieser Versuch wurde ganz genau wie Versuch 1 ausgefiihrt, war's 
dabei betrug die erhaltene klare und mit schwach gelbem Ton ver- , 
sehene Lésung 95 ccm. falls 
, Trocl 
—-—— —— — Wirk 
ce candle | Gereinigte Lésung- ehal 
teers ————{}-____—_- — —|| Aus 8 
wi | Tl | Derche | | Dureh- || beute de 
dinnte | inccngi he t =w schnittl. cert *=27 = lschnittl|| K” sg 
Lésung |—— —+ gE i — a eae Co zum 
|a— a) K a—a K erte |a—-x K ee x | gt 
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ae A N-Gehalt berechnet 
Trockenrickstand N-Gehalt meek dam 


(in 100 com) (in 100ccm) | Trockenriickstand 


Ausgangslésung 0,827 g 130,6 mg 15,8 °/, 
Gereinigte Loésung .... 0,028 g 2,24 mg 8,0 °/, 
Mengenverhiltnisse der ge- | 

reinigten. Loésung gegen 

Ausgangsl6sung .... 3,4 9/5 Mee “AF — 


Wie aus diesen Beispielen zu ersehen ist, haben die gereinigten 
Lésungen unter denselben Arbeitsbedingungen ungefaihr 80% Wirk- 
samkeit behalten. Dagegen pflegten der Trockenriickstand unter 
\/,, und der Stickstoffgehalt unter 1/5) der Ausgangslésung zu sinken. 


8. Versuch mit frischen Blutkérperchen. 


Als frische Blutkérperchen habe ich die der Kaninchen benutzt. 
Dieselben waren hier nicht dialysiert. 


Versuch 1. 


15 cem frisch geschlagenen Bluts wurden vom Serum abgetrennt. 
Die Blutkérperchen wurden dreimal mit physiologischen Kochsalz- 
ésungen gewaschen, dann von der Waschfliissigkeit abgetrennt und mit 
destilliertem Wasser bis auf 150 ccm aufgefiillt (10%). Die in dieser 
Weise hergestellte Blutlésung wurde filtriert und sofort benutzt. Die 
Wirksamkeit. der Ausgangslésung wurde dann sofort untersucht. 
Gleichzeitig wurden 100 ccm dieser Ausgangslésung und 20 ccm Chloro- 
form in einen Schiitteltrichter von 240 ccm Inhalt gebracht und im 
ganzen etwa 10 Minuten mit Unterbrechungen stark geschiittelt (eine 
gesamte Schiittelungsdauer von 5 Minuten war hier ungeniigend). 
Das Gemisch wurde zentrifugiert und die obenstehende Filiissigkeit 
wurde filtriert. Das Filtrat betrug 93 ccm. Es war ganz klar und haite 
nur einen ganz schwach gelben Ton. 

Wie aus dieser Tabelle zu ersehen ist, vermindern sich hier eben- 
falls bei frischem Blut unter der Einwirkung des Chloroforms der 
Trockenriickstand und der Stickstoffgehalt sehr stark, ohne seine 
Wirksamkeit erheblich einzubiiBen. Den verhiltnismaSigen Mehr- 
gehalt des Trockenriickstandes der gereinigten Lésung, im Vergleich 
zu der aus Pulver hergestellten gereinigten Lésung, kann man vielleicht 
zum Teil dadurch erkliren, daB hier bei dieser Blutlésung die ent- 
haltenen Salze durch Dialyse nicht entfernt worden sind. 

Ich habe hier ebenfalls die Wirksamkeit des durch Chloroform 
aufgetretenen Niederschlages und auch die der Substanzen, die dabei 
in Chloroform iibergegangen sind, gepriift. 
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Tabelle XI. Wie 
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| 5) Poon = Aus 
—=—_—_——_====—= = in gleich 
i rent haus a einem U 
PUR egee (in ccm) (in 100 ccm) | een sche Blu 
Ausgangslédsung. ..... 1,092 g 158,2 mg 14.5 °/, von etw 
Gereinigte Lésung .... 0,065 g 3,26 mg 5,0°/, etwa 6 
Mengenverhiltnisse der ge- Die erk 
reinigten Loésung gegen : 
Ausgangslésung ... . | 6,0 °/, 21°, _ einen g 
Der Niederschlag wurde vom Chloroform méglichst befreit und 
} mit destilliertem Wasser bis zum urspriinglichen Volumen ersetzt. von 
Der Niederschlag war anscheinend im Wasser fast unldéslich. Diese 
Lésung hatte noch Chloroformgeruch. Under 
“ dunnte 
Lésung | 
Tabelle XII. | 
oom 
Unverdiinnte ae oe E Sak: vl om pveaterasach aa 0,05 | 
Lésung | a—2z K | a—2z K 0,025 | 
=— — Pn —————— | —— ee ATES | = ee — | 9 
0,05 | 17,1 | 0002 | 163 | 00026 
0,025 17,6 0.0019 173 0,0013 
0 18,4 | —_— | eae fe 
Zum Priifen der Wirksamkeit der in Chloroform iibergegangenen a 
Substanzen wurden 10ccm Chloroform zuerst im Faust-Heimschen J yeng 
Apparat und dann im Exsikkator getrocknet. Der weife Trocken- reil 
riickstand wog etwa 0,003 g. Er wurde in 10 ccm destilliertem Wasser As 
verteilt. 
Tabelle XIII. 
“Unverdiinate |,» won Vers 
nverdimnte © | a—2(t=20) Blut 
em. com . 
SS trick 
2,0 | 20,0 lung 
10 20,0 : 
0 | 20,0 von 


04 99 
53 84 
eee, 
erechnet 


enen 
chen 
ken- 


sser 
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Wie aus den Tabellen hervorgeht, wirkt der Niederschlag sehr 
wenig, und die in Chloroform iibergegangenen Substanzen gar nicht. 

Ob die Katalase auch bei himolytischen Blutkérperchen durch 
das Chloroform aktiviert wird, kann ich nicht mit Sicherheit sagen. 
Aber man kann hier wenigstens beobachten, daB eine deutliche Schidi- 
gung seitens Chloroform ausbleibt. 


Versuch 2. 

Aus 15 ccm frisch geschlagenem Blut wurde die gereinigte Lésung 
in gleicher Weise wie bei dem vorigen Versuch hergestellt, nur mit 
einem Unterschied, da8 hier 100 ccm Ausgangslésung (10% hamolyti- 
sche Blutkérperchenlésung) und 20 ccm Chloroform im Schiitteltrichter 
von etwa 660 ccm Inhalt anstatt 240 ccm Inhalt gebracht und im ganzen 
etwa 6 Minuten anstatt etwa 10 Minuten stark geschiittelt wurden. 
Die erhaltene gereinigte Lésung war auch ganz klar und hatte nur 
einen ganz schwach gelben Ton. Sie betrug 92 ccm. 


Tabelle XIV. 





Gereinigte Losung 
pe — 1 urchs | ute 
t= t= 20 schnittl.| EK” 


} , Kk’ 
EK -heetisd EK | 
ecm |_ x i 


Ausgangslésung 








Unter. Resa 

a ee or Durch: | 
diinnte t=10 (=e schnittl. | 
Lésung |-——_— Shea ee “ha Be 


ne age} — 2} 
\|@ *| K a am K al *| 
_|i com | __ Behr Se ecm 





ccm a Eee a 


0,05. | 9,6 \0,0310/ 5,2 (0,0288|0,0299 | 11,0 0.0251) 6,3 (0,0247| «ilonse| 83 
0,025 | 13,6 010159 | 10,1 0,0144 0.0152, 14,7 (0,0125 11,5 (0,0116 0.0121 
0 196) — - jigs} — | —| — = 


|| ccm = 





N-Gehalt berechnet 
nach dem 
_Trockenriickstand 


N-Gehalt 
vats 100 thao 


| Trockenriickstand 
* 100 oo 


Ausgangslésung 

Gereinigte Lésung 

Mengenverhiltnisse der ge- | 
reinigten Lésung gegen 
Ausgangslésung ca 


| 
rr 14,7°/, 
| 4,1 °/o 





5,9 °lo 


Versuch 3. 

Bei diesem Versuch wurde alles in ganz gleicher Weise wie bei dem 
Versuch 2 ausgefiihrt. Dieselbe Menge einer 10proz. hamolytischen 
Blutkérperchenlésung und des Chloroforms wurde in einen Schiittel- 
trichter von derselben GréBe gebracht. Durch ungefihr gleiche Schiitte- 
lungszeit wurde eine genau gleich gereinigte Lésung in einer Menge 
von 93 ccm erhalten. 
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Tabelle XV. Ich 
. a —. BH plutkata 
Aus lésung Gereinigte Lé F 
dteiians ean Sasierbetn ERR 5. lS An Aus, [Angaben 
t diinnte t= 10 t= i | t= 10 t = 20’ erento pa gefunden 
4 Lésung |—_— —— lt eT . Kk» «> fi ferment 
i a= K a—z| K Werte a—z| x a—z} Werte C 
ecm || com com | al ccm _ || com | : Kk" | (P04) 
sen Ge a a ey (rease 
0,05 6,2 0,0511/ 2,3 0,0471 0,0491) 6,9 0,0462| 2,9 0,0419 0,0441 9 willstdit 
0,025 11,1 0,0258 6,6 0,0242)) 0.0250) 11,9 0,0226 7.6 0,0210/0.0218 37 
| Re hee ee) coe 
ccsiecidasiaiieiasiad ean dares P 
| Trockenriickstand | N-Gehalt heen erie Na 
(in 100ccm) | (in 100 ccm) | Trockenriickstand Ville ux 
= a a a reno wn die Kat 
Ausgangslésung. .... . _ 172.2 mg | ~ haben t 
Gereinigte Lisung . . . . 0,066 g 3,45mg | 5,2/, ashels 
Mengenverhiltnisse der ge- | ere 
reinigten Lésung gegen hauptsé 
Ausgangslésung ... . | -~ 20° | — (PO4)e! 
ue Wie aus diesen Beispielen ersichtlich ist, kann man unter den- Na, HI 
ij selben Bedingungen immer fast gleiche gute Resultate bekommen, ff 20> | 
Hier hat die Fallung und Absetzung leicht stattgefunden.  Freilich auf die 
ist der besonders gute Ausfall des Versuchs 3 (Tabelle XV) nur als besten 
Ausnahme anzusehen. 
2. Die Adsorption mit dreibasischem Calciumphosphat. F 
Die Adsorptionsmethode gehért zu den altesten Verfahren, welche phosph 
man zur Isolierung von Enzymen angewandt hat. Durch die Unter- 7, 
suchungen Willstdtters und seiner Mitarbeiter ist diese Methode wieder destilli 
in den Vordergrund der Enzymforschung geriickt und das praktische eae 
Handeln auf eine sichere theoretische Grundlage gestellt worden. pe 
Was die Blutkatalase angeht, so hat Madinaveitia!) im Labo- la nel 
ratorium Willstdtters die Adsorptionsfaihigkeit von Kaolin, Talk, Blut- nitrat 
kohle, Calciumcarbonat und Tristearin untersucht. Nach seinen An- Dann 
gaben war das Resultat kein befriedigendes, die angewandten Ad- _ 
sorptionsstoffe, wenn sie selektiv adsorbierten, zeigten eine gréfere ; 
Affinitat zur Katalase als zu deren Begleitstoffen. Er bemiihte sich 1 
bei der Tristearinadsorption, aus der Adsorptionsverbindung des : 
Ferments mit dem Fett, nach Herauslésen des letzteren durch organische : 
Lésungsmittel, die Katalase in reiner Form als Riickstand zu erhalten, a 
aber das Resultat war negativ, weil beim Herauslésen des Fettes die ‘Gia 
Katalase in einer wasserunléslichen und wenig wirksamen Form zuriick- ist a 
blieb. Natr 
Gesse 


1) Madinaveitia, Dissertation Ziirich 1912. 
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Ich habe mit dem dreibasischen Calciumphosphat versucht, die 
Blutkatalase zu reinigen. Zunichst hatte ich in der Literatur keine 
Angaben tiber die Adsorption des Calciumphosphats bei den Katalasen 
gefunden. Dagegen war die Verwendung desselben bei den anderen 
Fermenten bekannt. So berichtet Briicke1), daB er das Pepsin mit 
(PO4)gCag gereinigt hat. Jacoby und Shimizu*) konnten die Soja- 
Urease durch das frisch bereitete Calciumphosphat adsorbieren. 
Willstdtter und Racke*) haben nachgewiesen, daB Invertin von (PO,).Ca 
adsorbiert wird und durch Umwandlung des Niederschlages in sekun- 
dires Phosphat eluiert wird. 

Nach AbschluB meiner Untersuchungen habe ich gefunden, dab 
Ville und Mottessier*) bereits im Jahre 1903 durch Calciumphosphat 
die Katalase aus Blut niedergeschlagen haben. Ville und Moitessier 
haben berichtet, daB sie mit Pferdeblut nicht gute Resultate erhalten 
haben. Da ich die Arbeit der Autoren nicht gekannt habe, habe ich 
hauptsichlich mit Pferdeblut gearbeitet. Ich fand, daB man mit 
(PO4),Cag die Katalase ganz gut aus Pferdeblut adsorbieren und mit 
Na, HPO, aus dem Niederschlag eluieren kann. Da aber auch Haimo- 
globin adsorbiert wird, ist die Trennung der Katalase vom Hamoglobin 
auf diesem Wege nur méglich, wenn man, wie ich es getan habe, die 
besten Bedingungen der Adsorption und Elution ermittelt. 


Experimentelles. 


Fiir diese Versuche habe ich frisch gefalltes dreibasisches Calcium- 
phosphat benutzt, welches in folgender Weise hergestellt wurde: 


7,6 g Na,PO, 12 H,O und 6,57 g CaC!, 6 H,O wurden in je 100 ccm 
destillierten Wassers gelést und die beiden so hergestellten Loésungen 
zusammengebracht. Der dabei entstandene Niederschlag wurde, um das 
Kochsalz zu entfernen, mit destilliertem Wasser versetzt und gut umgeriihrt. 
Nach dem Absetzen der Fallung wurde das obenstehende Wasser abgesaugt. 
In soleher Weise wurde so lange vorgegangen, bis Salpetersiure und Silber- 
nitrat in der obenstehenden Lésung keine Triibung mehr hervorrufen. 
Dann wurde der Niederschlag durch einmaliges Zentrifugieren vom Wasser 
abgetrennt und wiederum mit destilliertem Wasser bis auf 150ccm versetzt. 
Die in solcher Weise hergestellte Suspension wurde in einer fest versehlossenen 


1) Vorlesungen iiber Physiologie 1, 1881. 

2) Jacoby und Shimizu, diese Zeitschr. 128, 1922. 

3) Willstdtter und Racke, Justus Liebigs Ann. 425, 1920. 

4) Diese Verfasser (Bull. de la soc. chim. de Paris 29, 1903) konnten 
so auch die Katalase vom Hamoglobin bis zu einem gewissen Grade trennen. 
Quantitative Einzelheiten fehlen in der kurzen Mitteilung. Das Enzym 
ist aus dem Niederschlag mit Wasser nicht extrahierbar, wohl aber durch 
Natriumcarbonat, Ammoniumcarbonat und Na,HPO, _ extrahierbar. 
Gessard (C. r. 148, 1909) hatte die Katalase dem (PO,),Ca,-Niederschlag 
durch inaktiviertes Blutserum entzogen. 
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Flasche im Eisschrank aufbewahrt. Gewéhnlich wurde alle drei Wochen 
in gleicher Weise eine neue Suspension frisch hergestellt. 

Meine ersten Versuche gingen dahin, festzustellen, ob die Sus. 
pension fahig ist, die Katalase aus der Blutlésung zu adsorbieren, 
In diesen Versuchen wurden die Blutlésungen, die aus Pulver 2 her. 
gestellt wurden, benutzt. Uber das Pulver 2 ist Genaueres im vorigen 
Abschnitt gebracht worden. 

Kine 0,5proz. wisserige Pulverlésung wurde zentrifugiert und 
filtriert und das gewonnene klare Filtrat fir die Versuche benutzt. 

10 cem (PO,),Cag-Suspension wurde zentrifugiert und das Wasser 
dekantiert. Zu dem erhaltenen Niederschlag im Zentrifugierglas wurden 
10 ccm der filtrierten Pulverlésung zugesetzt und mit einem Glasstab 
ordentlich durchgemischt. Unter éfterem Umriihren wurde diese 
Mischung 10 Minuten lang bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann 
stark zentrifugiert und die oben stehende Flissigkeit abfiltriert. 2 ccm 
des erhaltenen Filtrats wurde mit m/150 neutralem Phosphatgemisch 
bis auf 50 ccm aufgefiillt. Der Niederschlag wurde mit destilliertem 
Wasser bis auf 10 ccm aufgefiillt und 2 cem.davon wiederum mit m/150 
neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 ccm aufgefiillt. Als Kontrolle 
wurden 2ccm der Pulverlésung mit m/150 neutralem Phosphatgemisch 
bis auf 50ccm aufgefillt. Das hier gebrauchte Phosphatgemisch 
wurde in gleicher Weise wie in den friiheren Versuchen vorher bis auf 
2°C abgekiihlt. 





























Tabelle XVI. 
| AGED Va 
as | ulv a gceentastsopseliiashaianinti 
Verdiinnte || arene Abgu8 HI Niederschlag 
Léisung.  § -———_______—_____——} i 
jee O= W)) sa Gav) a—x (t= 20) ||\a—2 (tt=10)|a—2 (t= 20’) 
cc ee ee. Cee ccm com 
gia II | | | Parent oa : was ° aie 
10 | tes eee ee Fee ge 8,8 45 
"te Sage | oe ee a Se 
te ee Oe eS ee _ 


Wie aus dieser Tabelle ersichtlich ist, wird die Katalase durch 
eine gentigende Menge von (PO,),Cag-Suspension fast quantitativ 
adsorbiert. Der dabei erhaltene Niederschlag war dunkelbraun verfarbt. 
Das Filtrat war wasserklar und wies keine braune Farbe auf. Daraus 
14Bt sich entnehmen, daB auch das Haimoglobin in den Niederschlag 
iibergegangen ist. 

Die adsorbierte Katalase und das Haimoglobin kénnen dem Ad- 
sorbens nicht mehr durch Wasser entzogen werden. Die Versuche, 
diese beiden Substanzen voneinander zu trennen, sind auf diesem Wege 
nicht gelungen. Aber bei Anwendung von passenden Mengen von 
Pulverlésung und (PO,),Ca,-Suspension kann die Katalase vom Himo- 
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Vochen (globin bis zu einem gewissen Grade qa lel $= 
; ° x} oe 
getrennt werden, wie aus dey nichsten 2 1a! “ pe | MA 
® Sus. Tabelle hervorgeht. Ol ccm, 5 ccm . 5 
° i & 
bieren, Mund 2,5cem (PO,),Cag-Suspension 2 ran g oo | ae 
2 her. (wurden zentrifugiert und das Wasser sf | ath Sea 
Origen [_dekantiert. Zu den erhaltenen 3 3 | 88 thoy 
Niederschligen wurden je 20 ccm Be | Se 
ee N Se ee pace eae 
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50cem wiederum aufgefiillt. Der 
Himoglobingehalt der Abgiisse 
wurde kolorimetrisch mit Hilfe eines 
Komparators mit der mit destil- 
liertem Wasser verdiinnten Pulver- 
lésung verglichen. Die Standard- 
pulverlésung war im wesentlichen 
klar, aber durch Verdiinnung mit 
destilliertem Wasser trat eine 
schwache Triibung ein. Die Ab- 
giisse waren dagegen ganz klar. 
Demgemif8 waren hier die erhal- 
tenen Vergleichungswerte nicht als 
ganz exakt zu betrachten. In 
diesem Versuch wurde der Stick- 
stoffgehalt der gleichen Abgiisse mit 
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den kolorimetrischen Werten des 
Hamoglobins verglichen. 

Wie aus diesem Versuch deutlich 
zu ersehen ist, spielen die Mengen- 
verhaltnisse der Pulverlésung und 
der (PO,),Cag-Suspension zur 
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Trennung der Katalase vom Himoglobin eine wichtige Rolle. 
wird z. B. bei 5ccm (PO,),Cas-Suspension fast die gesamte Kat:ilase 
adsorbiert, wihrend ungefaihr die Hilfte des Himoglobins im Absusye 
zurickbleibt. Die vollstaindig adsorbierte Katalase und das vollstiindiy 
adsorbierte Hamoglobin kénnen, wie oben mitgeteilt wurde, durch 
Wasser dem Adsorbens nicht mehr entzogen werden, d. h. wenn das 
Hamoglobin im Abgu8 noch zuriickbleibt, aber keine Katalase, so 
kann nur das Hamoglobin durch Wasser zum Teil entzogen werden, 
z. B. wie bei 10 cem (PO,),Cag-Suspension. Wenn die Katalase und 
das Hamoglobin sich gleichzeitig im Abgusse finden, so ist es méglich, 
die beiden Substanzen teilweise durch Wasser zu entfernen, z. B. wie 
bei 2,5ccm (PO,).Cag-Suspension. Aber eine bestimmte Menge der 
beiden Substanzen ist mit einer bestimmten Menge von (PQ,),(a, 
immer gegen Wasser fest verbunden. Diese Tatsache ist z. B. aus dem 
nichsten Versuch deutlich zu ersehen. 

1,3 com (P.O,).Ca,-Suspension wurde zentrifugiert und das Wasser 
dekantiert. Der Niederschlag wurde mit 10 ccm einer 1 proz. Pulver. 
lésung versetzt, und nach Ablauf von 10 Minuten wurde das Gemisch 
zentrifugiert und abfiltriert (AbguB I). Der Niederschlag wurde wieder. 
holt in gleicher Weise dreimal mit 10 cem destillierten Wassers gut ge- 
mischt und jedesmal zentrifugiert und abfiltriert (Abgu8 IT, III und 1\). 
leccm dieser Abgiisse wurde mit neutralem Phosphatgemisch bis 
auf 50 ccm aufgefiillt. Der letzte Niederschlag wurde mit Wasser bis 
auf 10ccm, und lecm davon wiederum mit neutralem Phosphat- 
gemisch bis auf 50 ccm aufgefiillt (Niederschlag). 


Tabelle XVIII. 








| q 











m | a—a (t = 20’) 
Verdiinnte | 
Lésung | AbguBI | AbguB II AbguB III Abgu8 IV | Niederschlag 
its ae com com ccm {| __com | ___ ccm 
eT yee 198 20,1 20,2 7,3 
5 17, 1 | 20,0 20,2 is 12,3 
0 pee sei meh 
Hb. pe 709% | we 5% | etwa 3% = _ 





Wie ersichtlich ist, wird ein Teil der Katalase und des Hamoglobins 
von Wasser dem Niederschlag entzogen, aber ein gewisser Teil der 
beiden Substanzen ist gegen Wasser fest mit (PO,),Ca, verbunden. 

Dieser Adsorptionsvorgang mu abhiangig sein von verschiedenen 
komplizierten Bedingungen. Die GréBe der Oberflache der Adsorptions- 
mittel spielt bekanntlich eine wichtige Rolle. So habe ich friiher, um 
aus dem frisch gefallten (PO,),Ca, das Kochsalz zu entfernen, den 
Niederschlag in Zentrifugiergliser verteilt, tiber 15mal mit Wasser 
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gewaschen und jedesmal zentrifugiert. Durch solche Behandlungs- 
weise wird der Niederschlag anscheinend immer kleiner. Dieser Nieder- 
schlag besitzt eine bedeutend kleinere Adsorptionsfahigkeit als der- 
jenige Niederschlag, aus welchem, ohne Zentrifugieren, nur durch 
Stehenlassen mit Wasser und Dekantieren der oben stehenden Lésung 
das Kochsalz entfernt wird, 

Die Mischungstechnik, durch welche (PO,),Ca, und Ferment- 
lésung in Kontakt kommen, beeinfluBt natiirlich auch die Adsorptions- 
menge. Ich brachte zunachst die Calciumphosphatsuspension in 
Zentrifugierglaser, entfernte durch Zentrifugieren und Dekantieren 
das oben stehende Wasser, fiigte dann die Fermentlésung hinzu und 
rihrte sofort griindlich durch und wiederholte das 6fters. Ich hatte 
den Eindruck, daB diese Art des Vorgehens fiir den Erfolg der Adsorption 
von Bedeutung ist. 

Als Fermentlésung habe ich immer die stark zentrifugierte und 
abfiltrierte klare Lésung fiir die Versuche benutzt. Denn bei einer 
triben Lésung kénnte der Adsorptionsvorgang anders ausfallen. 

Als Kontaktdauer habe ich immer die Zeit von 10 Minuten benutzt. 
Tatsachlich zeigt diese Kontaktdauer im Vergleich zu der 24stiindigen 
keine merkbaren Unterschiede fiir die adsorbierte Katalasenmenge, 
wie man aus dem folgenden Versuch ersehen kann. 

1,3 com (PO,),Cag-Suspension wurde zentrifugiert und das Wasser 
dekantiert. Der Niederschlag wurde mit 10ccm 1 proz. Pulverlésung 
versetzt. Ein solches Gemiseh wurde nach 10 Minuten und ein 
gleiches nach 24stiindigem Aufbewahren im Eisschrank zentrifugiert 
und abfiltriert. 

Abgiisse: 1 ccm mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 ccm. 

Niederschlage: mit Wasser bis auf 10 ccm, 1 cem davon mit neu- 
tralem Phosphatgemisch wiederum bis auf 50 ccm. 


Tabelle XIX. 





Nach 10 Minuten Nach 24 Stunden 
Verdiinnte a—a (t= 20) a—az (t= 20’) 


Losung Abgu8 Niederschlag | AbguB Niederschlag 


com Ai ccm i= com ccm 


10 | 14,0 69 | 16,0 | 66 
oi 16,8 11,8 I 17,7 | 11,5 
ee 19,8 ne 19,7 ~~ 


Der Hiamoglobingehalt des Abgusses nach 24stiindigem Kontakt 
scheint etwas geringer als nach 10 Minuten Kontakt zu sein. Aber der 
Unterschied war nicht so deutlich, da8 man es mit aller Sicherheit 
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nachweisen konnte. Die Mengen der adsorbierten Katalase sind, wi: 
aus der Tabelle ersichtlich ist, fast gleich. 


Weiter habe ich die Beeinflussung der Temperatur auf die Ad. 
sorption untersucht. : 


4 ccm (PO,),Ca;-Suspension (diese Suspension war durch mehrmaliges 
Zentrifugieren vom Kochsalz befreit) wurde” mit destilliertem Wasser auf 
20 cem aufgefiillt. Je 5cem dieser Suspension und je 10 ccm 0.5 proz. 
Pulverlésung wurden im Brutofen, bei Zimmertemperatur und im schmei- 
zenden Eis so lange stehen gelassen, bis dieselbe eine Temperatur von 30° (, 
20°C, und 2°C angenommen hatten. Dann wurden diese Suspensionen 
und Pulverlésungen gemischt und nochmals bei den betreffenden Tempe- 
raturen 10 Minuten lang stehen gelassen. Nach Ablauf dieser Zeit wurden 
sie gleichzeitig zentrifugiert und abfiltriert. 

Abgiisse: 2ccm mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 ccm. 

Niederschlage: mit destilliertem Wasser bis auf 10 cem, 2 ccm davon 
mit neutralem Phosphatgemisch wiederum bis auf 50 ccm. 


























Tabelle XX. 
~ 300 i ie eS pee eee 
Verdiinnte | o—e (=) 
Lésung | ; fitment fenvrri 
| AbguB | Niederschlag| Abgu Niederschlag Abgu8 | Niederschlag 

cem || _cem _ L a Sia PGR ae Ba Ee com 
10 158 | 865 15,4 | 87 145 8,9 
5 W426 TS 17,0 | 13,0 16,6 13,0 

0 190 | _ — _ _ — 


Der Hamoglobingehalt der Abgiisse zeigte keinen merkbaren Unter- 
schied. Die adsorbierte Katalaserhenge scheint mit der steigenden 
Temperatur sich zu vergréBern. Aber der Unterschied ist sehr un- 
bedeutend. 


In den weiteren Versuchen ist der EinfluB des Kochsalzes auf die 
Adsorption untersucht worden. 


So wurden 4,0 ccm (PO,),Ca,-Suspension mit destilliertem Wasser bis 
auf 20 ccm aufgefiillt. Je 5ccm derselben wurden 1. mit 0,75 g, 2. mit 
0,15g und 3. mit 0g NaCl versetzt. Dazu kamen je 10ccm einer 1 proz. 
Pulverlésung'), also betrug der prozentuale Kochsalzgehalt ungefahr bei 
1. 5%, bei 2. 1% und bei 3.0%. Nach 10 Minuten wurden die Gemische 
gleichzeitig zentrifugiert und filtriert. 

Abgiisse: 1 ccm davon mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 ccm. 

Niederschlige: mit destilliertem Wasser bis auf 10 ccm, 1 cem davon 
mit neutralem Phosphatgemisch wiederum bis auf 50 ccm. 


1) Das Pulver, welches hier angewandt wird, ist, wie im Abschnitt | 
genau beschrieben worden, aus Pferdeblutkérperchen durch 24stiindige 
Dialyse hergestellt. Demgema8 ist das Pulver salzirmer im Vergleich zu 
frischen Blutlésungen. 
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Tabelle XXI. 








1. 5% NaCl 2. 1% NaCl 3. ohne NaCl 
Verdunnte a—s = 2) 
Losung ironies - pecan ’ . 
Abguf Niederschlag AbguB =| Niederschlag Abguf Niederschlag 

ccm é e ecm ccm ccm F ccm ccm | ccm 
10 | 105 | 123 | 107 ug | 13 | 103 

5 | 139 153 || 143 46 || 145 | 137 

0 | 184 —- | = ~heo ‘a 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, befindet sich weniger Katalase 
in den Niederschligen mit steigender Menge von NaCl und in den Ab- 
giissen ungefaihr gleiche Mengen derselben. Der Hiamoglobingehalt 
war bei dem 5 % NaCl enthaltenden Abgu8 etwas mehr als bei dem NaCl- 
freien Abgu8. Wie bekannt, schidigt das Kochsalz die Katalase; 
daher ist es unméglich, sichere Resultate zu erhalten. Aber aus der 
Tatsache, daB trotz der schidigenden Wirkung des Kochsalzes die 
Wirksamkeit der Katalase in allen Abgiissen ungefahr gleich ist, kann 
man wahrscheinlich vermuten, daB die Adsorption durch das Kochsalz 
erschwert wird. Als Ursache der Verminderung der adsorbierten Kata- 
lasemenge bei Gegenwart von NaCl kann vielleicht zum Teil vermehrte 
Léslichkeit von (PO,),Ca, in der Salzlésung angenommen werden. 

Endlich habe ich einen Versuch angestellt, um den EinfluB einer 
alkalischen Reaktion auf die Adsorption zu beobachten. 

5cem (PO,),Ca,-Suspension wurden zentrifugiert und das Wasser 
dekantiert. Der Niederschlag wurde bei 1. mit 5cem m/15 Na,HPO,, 
bei 2. mit 5 com m/30 Na, H PO, und bei 3. mit 5 cem destillierten Wassers 
versetzt. Dazu kamen je 10ccm 1 proz. Pulve.lésung. Nach 10 Minuten 
wurden die Gemische zentrifugiert und abfiltriert. 

Abgiisse: bei 1. und 2. 10cem Abgu8 wurden mit m/15 KH,PO, 
neutralisiert und mit destilliertem Wasser bis auf 20 cem aufgefiillt; 2 cem 
davon wurden wiederum mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50ccm auf- 
gefiillt; bei 3. 1 cem AbguB mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 ccm. 

Niederschlige: mit destilliertem Wasser bis auf 10 ccm, 1 cem davon 
mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 ccm. 


Tabelle XXII. 














| 1, m/15 NagHPO, 2. m/30 NagHPO, 3. HeO 
Verdiinnte | esi © ee ; 5 aa (t = 0) 
Lésung H - Piatletaieiiliats merase PENH ielnahddeinaiatoiomeiba ? - 
Abguf Niederschlag Abgu Niederschlag AbguB Niederschlag 
em || ccm ccm com | ccm cem ccm 
10 i 9,0 143 10,3 12,4 19,5 46 
5 13,7 16,7 14,3 15,5 oa 9,7 
0 19,6 — — a os a 
Hb. dunkler heller als 
braun als andere 
andere Abgiisse 


| Abgiisse 
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Wie aus dieser Tabelle ersichtlich ist, vermindert sich sehr star\ 
die adsorbierte Menge der Katalase und des Hiimoglobins bei Gegen- 
wart von zweibasischem Natriumphosphat. 

Ich habe schon oben einige Beobachtungen iiber den Adsorptions- 
vorgang gemacht. Weitere Versuche bezwecken das Eluieren der 
Katalase aus dem Adsorbat. 

Die durch (PQ,),Cag vollstindig adsorbierte Katalase kann, 
wie oben mitgeteilt wurde, durch Wasser nicht mehr extrahiert werden. 
Zum Zwecke der Elution habe ich die verschiedenen Konzentrationen 
von Ammoniak, Natrium carbonicum, Natrium bicarbonicum, zwei- 
basisches Natriumphosphat und einbasisches Kaliumphosphat benutzt. 
Unter denselben zeigte sich das zweibasische Natriumphosphat als das 
beste Eluens. Natrium carbonicum und und Natrium bicarbonicum 
standen in zweiter Linie. Ammoniak machte nur ein wenig frei. Ein- 
basisches Kaliumphosphat konnte auch etwas frei machen. Schon mit 
einer sehr verdiinnten Na, H PO,-Lésung kann das Eluieren ausgezeichnet 
stattfinden, wie man es aus dem nichsten Versuche ersehen kann. 

5 cem einer (PO,),Ca,-Suspension wurde zentrifugiert und das Wasser 
dekantiert. Der Niederschlag wurde mit 20 cem 1 proz. Pulverlésung ver- 
setzt. Nach 10 Minuten wurde das Gemisch zentrifugiert und abfiltriert. 
Der Niederschlag wurde dreimal mit 20 ccm destillierten Waasers gewaschen 
und von demselben abgetrennt. Dann wurde dieser Niederschlag mit 20 ccm 
m/150 Na,H PO, versetzt und unter 6fterem Umriihren 15 Minuten lang 
bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Danach wurde das Gemisch zentri- 
fugiert und filtriert (Elution 1). Der Niederschlag wurde abermals mit 
20 cem m/150 Na,HPO, in gleicher Weise behandelt (Elution 2). 

Elutionen: 10ccm davon wurden mit m/15 KH,PO, neutralisiert und 
mit destilliertem Wasser bis auf 20 ccm aufgefiillt und 2 cem dieser Lésung 
mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 ccm wiederum aufgefiillt. 

Niederschlag: der letzte Niederschlag mit destilliertem Wasser bis auf 
10 cem, l1ecm davon mit neutralem Phosphatgemisch wiederum bis auf 
50 ccm. 

Pulverlésung: 1 cem davon mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 
50 ccm. 

Der Hamoglobingehalt wurde kolorimetrisch verglichen; bei der 
Elution wurde die Standardpulverlésung mit der gleichen konzentrierten 
Na,HPO,-Lésung verdiinnt. 


Tabelle XXIII. t = 20 Minuten. 








| (POy)2Cas 


Pulverlé i j Cee hate eo 
ss | Elution I | Elution I || Niederschlag 





Verdiinnte | 
Lé 
i | | ; {| } 
| a-aZ | rk | a-zZ K 
ccm com | ccm 
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| 





Seas ee 


| 
i 
| 
} 
| 
| 
| 
| 
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a-a | K |} @a~—z K 
com | | com | 








10 | 45 |0,0325 | 88 | 0,0179) 
& 4 0,0165 | 13,6 | 0,0085 | 
0 Ht ’ tks i 20,1 anges | } 

Hb. | 100% || etwa 20% | | etwa 5% 


| 17,5 | 0,0030| 16,9  0,0038 
188 (0.0015 18,4 0.0019 
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Wie aus dieser Tabelle ersichtlich ist, geht die Katalase in Elution I 
iiber in einer Menge von etwa 54% der originalen Pulverlésung. Dabei 
betriigt der Hamoglobingehalt etwa 20%. 

Wie ich oben mitgeteilt habe, gibt es keinen merklichen Unter- 
schied in der adsorbierten Katalasemenge bei 10 Minuten und 24stiin- 
digem Kontakt von (PO,),Ca, und Blutlésung. In dem niéchsten Ver- 
suche habe ich untersucht, ob es irgendwelchen Unterschied in den 
Elutionen gibt, nach den beiden Kontaktzeiten. 

Hier wurde in ganz gleicher Weise wie in dem oben stehenden Ver- 
suche, nur mit dem Unterschied der Kontaktdauer, verfahren. Die gleiche 
Menge von derselben Pulverlésung und (PO,),Ca,; wurden gemischt und 
24 Stunden im Eisschrank aufbewahrt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde 
das Gemisch zentrifugiert und filtriert. Der Niederschlag wurde dreimal 
mit 20 cem destilliertem Wasser gewaschen. Danach wurde der Nieder- 
schlag zweimal mit 20 ccm m/150 Na,H PO, behandelt. 








Tabelle XXIV. = 20 Minuten. 

| eet enemas Cate ra (P Oy)oCag 

vores Elution I | | Elution II Niederschlag 
Lésung —— E i-+-— issih naples caioiekedipsiaeaicle 

a—z K | @—@# xg |.e@-? K 

com __||__ecm __% __||__ccem “ _ccm 














10 | 101 | 00148 46 | 178 | 00033 | 15,9 | 0,0050 
5 | 145 | 00070 | 42 185 | 00017 | 178 | 0,0025 





oe = ae a See | 


0 | 200 | 
Hb. |  etwa 17% \) ae etwa 5% | 


ul 


Der Hamoglobingehalt der Abgiisse war fast derselbe, wie bei den 
gleichartigen Abgiissen im vorigen Versuche. 

Wie aus dieser Tabelle ersichtlich ist, enthalt die Elution I im 
Vergleich zu derselben im vorigen Versuche etwas weniger Katalase 
und Hamoglobin. Daraus laBt sich entnehmen, da die Elution mit 
der Verlangerung der Kontaktsdauer etwas erschwert wird. 

Diese Tatsache ist auch aus dem niichsten Versuche zu ersehen. 

7,5cem (PO,),Ca;-Suspension wurde zentrifugiert und das Wasser 
dekantiert. Der Niederschlag wurde mit je 15 ccm 1 proz. Pulverlésung 
[10cem Pulverlésung : 5cem (PO,),Ca,-Suspension] versetzt. Ein Ge- 
misch wurde nach 10 Minuten und ein anderes nach. 24stiindigem Auf- 
bewahren im Eisschrank zentrifugiert und filtriert. Der Niederschlag wurde 
zweimal mit 15 ccm destillierten Wassers gewaschen. Dann wurde der 
Niederschlag zweimal mit 15 ccm m/150 Na,HPO, 15 Minuten lang be- 


handelt. 
Elutionen: 10cem davon wurden mit m/15 KH,PO, neutralisiert und 


mit destilliertem Waaser bis auf 20 ccm aufgefiillt; 2 ccm davon mit neu- 
tralem Phosphatgemisch bis auf 50 ccm. 


1) Hier ist K mit K’ in der vorigen Tabelle (d. h. im am vorigen Tage 
ausgefiihrten Versuche) verglichen. 
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Niederschliige: Der letzte Niederschlag mit destilliertem Wasser })j 
auf 15ccm; l1ecem davon mit neutralem Phosphatgemisch wiederum 
auf 50 ccm. 


Kontrolle: Die gleichen Mengen von derselben Pulverlésung jd 
(PO,),Ca,; wurden gemischt. Ein Gemisch wurde nach 10 Minuten ind 
ein anderes nach 24stiindigem Aufbewahren im Eisschrank zentrifugiert 
und abfiltriert. Der Niederschlag wurde mit destilliertem Wasser bis uf 
15ccm aufgefiillt, und 1ecm davon wurde mit neutralem Phosphatgemisch 
wiederum bis auf 50 ccm aufgefiillt (Originaler Niederschlag). 


8 


bis 


Tabelle XXV. 
t = 20 Minuten. 











| . ‘ 
Originaler Mit NaoH PO, eluiert 














pereneises Niederschlag | ee I K ‘Elution 1 | Sledevechlec 
Lésung Paani enti SAG RRR SEE: ASRS 
|a—2 | ge a—ax Kk’ a-—2z K jana | K 
_com_||_com_ eon oe. Si eee Mi ee ee ee 
1. Nach 10 Minuten. 
10 | 4,6 0,0314 |) 11,5 |0,0115|) 37 | 15,9 |0,0044|! 12,1 | 0.0104 
5 || 96 | 0,0154 | 15,0 0,0057 37 | 17,5 | 0,0024 15,4 0,005) 
0 | 19,5 — | 195 | — Setaiey | gees —_t— | — 
2. Nach 24 Stunden. 
10 || 4,7 | 0,0308 | 13,6 |0,0077|| 25 || 15,3 |0,0052) 11,2 | 00119 
Sh Os | 0,0148 | 16,3 | 0,0038; 26 | 17,3 |0,0025 14,9 | 0,0057 
0 | 194; — | 194; — | — | — si +o: oa 











Wie ersichtlich ist, zeigt die Tabelle auch hier deutlich die im 
vorigen Versuch ermittelte Tatsache. AuBerdem ist es hier bemerkens- 
wert, daB die Elution I weniger Katalase enthilt als diejenige bei dem 
Versuch, bei dem fiir 10ccm Blutlésung 2,5ccm (PO,).Cag-Suspension 
verwendet war (s. Tabellen XXIII, XXIV), d. h. mit Vermehren der 
Menge des als Adsorbens angewandten (PO,),Ca, wird die Elution 
etwas erschwert. 


Die adsorbierte Katalase ist zum groBen Teil durch Wiederholung 
der eluierenden Behandlungen freizulegen. Aber ein ganz kleiner 
Teil bleibt mit (PO,),.Ca, fest verbunden, wie aus dem folgenden Ver- 
such hervorgeht. 


50 ccm 10 proz. hamolytische Blutkérperchen aus Menschenblut wurden 
mit 40 ccm (PO,),Ca,;-Suspension versetzt und eine Nacht im Eisschrank 
stehen gelassen, dann zentrifugiert und abfiltriert. Der Niederschlag wurde 
mit destilliertem Wasser so lange gewaschen, bis das Waschwasser keine 
Katalase und kein Himoglobin mehr enthielt. Der gewaschene Nieder- 
schlag zeigte noch eine deutlich braune Farbe und wurde schlieBlich mit 
destilliertem Wasser bis auf 40 ccm aufgefiillt (Niederschlag I). 20 ccm 
davon wurden zentrifugiert und das Wasser dekantiert. Der erhaltene 
Niederschlag wurde neunmal nacheinander mit 20ccm 0,5 proz. Na, HPO, 
eluiert. Dann wurde der letzte Niederschlag mit destilliertem Wasser bis 
auf 20ccm aufgefiillt (Niederschlag IT). 
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Tabelle XX VI. 
Etwa 0,3% H,O,-Lésung; im Brutofen von 37°C; ¢ = 30 Minuten; 
titrieren mit n/10 Kaliumpermanganat. 





; % ; Elution IX 
Unverdiinnte | Niederschlag I | (mit KH,PO, | Niederschlag II 
Lésung | a—2 neutralisiert) a—z 
} a—zZ 


_ccm com com 


_ 16,3 0,5 
ae 18,4 6,8 
0,8 os ial 
6,6 ai ie 

19,7 19,4 18,5 


Wie ersichtlich ist, zeigt der letzte Niederschlag trotz neunmaliger 
Eluierung mit 0.5proz. Na, HPO, noch eine geringe Katalasewirkung. 

In bezug auf die Bestaindigkeit der adsorbierten Katalase habe 
ich folgende Versuche angestellt. 

5cem (PO,),Cag-Suspension wurde zentrifugiert und das Wasser 
dekantiert. Der Niederschlag wurde mit 20 ccm 0,5proz. Pulverlésung 
versetzt. 

1. Ein solches Gemisch wurde nach 10 Minuten zentrifugiert und 
abfiltriert (Abgu8). Der erhaltene Niederschlag wurde mit 20 ccm 
destillierten Wassers einmal gewaschen, dann von demselben entfernt 
und mit destilliertem Wasser bis auf 20 ccm aufgefillt (Niederschlag) 
und sofort untersucht. 

2. Ein solches Gemisch ‘wurde nach 24stiindigem Aufenthalt 
im Kisschrank in gleicher Weise wie bei 1. behandelt. 

3. Ein solches Gemisch wurde in gleicher Weise wie bei 1. nach 
10 Minuten zentrifugiert und abfiltriert. Der Niederschlag wurde mit 
20 cem destillierten Wassers einmal gewaschen, von demselben ab- 
getrennt und mit destilliertem Wasser bis auf 20 ccm aufgefiillt. Die 
in solcher Weise erhaltene Suspension wurde etwa 24 Stunden im 
Eisschrank aufbewahrt und dann untersucht (Niederschlag). 

Abgiisse: 2ccm mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 ccm; 
Niederschlige: mit destilliertem Wasser bis auf 20 ccm, 2 ccm davon 
mit neutralem Phosphatgemisch wiederum bis auf 50 ccm. 


Tabelle XXVII. 








1 ts ST ee as ne eases ae - 
: 2. Ohne Waschen 3. Nach Waschen 
| 1, Nach 10 Minuten 24 Stunden aufbewahrt 24 Std. aufbewahrt 


Verdiinnte I Bo ee po 
Lieung | a—zccm (i = 20’) s 
Abgu8 | Niederschlag AbguB | Niederschlag Niederschlag 
com _ | ccm com ccm | ccm 
19,5 | 55 || 195 53 78 
19,8 10,4 19,7 10,3 12,5 
20,0 | — 19,7 — — 
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Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, ist bei dem nach Waschen jy) 
Wasser suspendierten Niederschlag nach einem Tage schon eine gewiss: 
Abschwichung eingetreten. 

Es scheinen also in dem Niederschlag gewisse Begleitstoff:. 
welche Haltbarkeit des Enzyms schiitzen, nicht mit hineinzugehe i. 

Durch Trocknen verliert die adsorbierte Katalase erheblich ihy 
Wirksamkeit, wie aus dem niachsten Versuche hervorgeht. 

5cem (PO,),Cas-Suspension und 20 cem 1 proz. Pulverlésung wurde), 
nach 10 Minuten zentrifugiert und filtriert. Der Niederschlag wurde drei 
mal mit destilliertem Wasser gewaschen und zuerst im Faust-Heimschen 
Apparat, dann im Exsikkator getrocknet. Die ganze Menge des erhaltenen 
Pulvers wurde mit destilliertem Wasser bis auf 20 ccm aufgefiillt und 1 cern 
davon wiederum mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 cem aufgefiillt. 
Als Kontrolle wurde der gleiche Niederschlag, ohne ihn zu trocknen, sofort 
untersucht, und dabei wurde der Niederschlag mit destilliertem Wasser 
bis auf 20 cem und 1 cem davon mit neutralem Phosphatgemisch wiederum 
bis auf 50 ccm aufgefiillt. 

Wie schon oben mitgeteilt 
wurde, kann die Katalase aus der 

Siediateniien | Cciesshantne Pulverlésung durch Adsorption 

Verdiinnte | | (ohne Trocknen) | Niederschlag © mit (PO,).Cag und dann durch 

Poesia Be (=m) __—s- Eluieren mit Na,H PO,-Lésung 

om vom Hamoglobin bis zu einem 

18,2 gewissen Grade gereinigt werden. 

97 Ich habe unten noch ein anderes 

Beispiel gebracht und dabei den 

Stickstoffgehalt der Elution mit derjenigen der Originalpulverlésung 
verglichen. 

12,5 cem (PO,),Ca3-Suspension wurde zentrifugiert und das Wasser 
dekantiert. Dem Niederschlag wurden 50ccm Iproz. Pulverlésung zu- 
gesetzt, nach 10 Minuten zentrifugiert und filtriert. Der Niederschlag 
wurde dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen und dann mit 50 ccm 
m/150 Na,H PO, 15 Minuten lang behandelt. 

Elution: 10 ccm davon wurden mit KH,PO, neutralisiert und mit 
destilliertem Wasser bis auf 20ccm aufgefiillt; 2cem davon wurden mit 
neutralem Phosphatgemisch wiederum bis auf 50 ccm aufgefiillt. Pulver- 
lésung: 1 ccm davon mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 cem. 


Tabelle XXIX. 


i] 


Tabelle XXVIII. 

















Elution 


_ Pulverlésung 


t — Ea _| Daret | t = 10’ | ¢*= 2 Durch: 
CRD a CER aCe RRERS tt 
K “KeWerte aa | K }e-#| EK k-Werte 
ecm I is = ih | com | com |; K” | % 
89 0,0345 | 7a: ‘0.0331. '0,0338 |) 12,6  loor94 | 8,6 9.0180) uaa 
| 13.0 0,0181. 94 00161 0.0371 | 15.8 psig 13,2 — 
| 19.7 — | | 19,7 
N-Gehalt. ee a 131,6 mg (in 100 cem); ei 23,8 mg 
(in 100 ccm unneutralisierter Lésung). (18 %.) 
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Bei Pulver 1, tiber welches Genaueres in Abschnitt I berichtet 
wurde, ist es ebenfalls gelungen, die Katalase von dem Haimoglobin 
bis zu einem gewissen Grade zu trennen, wie es aus den folgenden 
Versuchen hervorgeht. 

20cem (PO,),Ca,-Suspension (die Suspension wurde durch mehr- 
maliges Zentrifugieren vom Kochsalz befreit) und 50cem 1 proz. Pulver- 
josung wurden gemischt und nach 10 Minuten zentrifugiert und filtriert. 
Der Niederschlag wurde viermal mit destilliertem Wasser gewaschen und 
mit 50cem m/150Na,HPO, 15 Minuten lang behandelt. Zur Unter- 
suchung der Wirksamkeit wurde die Verdiinnung der Pulverlésung und der 
Elution in gleicher Weise wie beim vorigen Versuche vorgenommen. 















Tabelle XXX. t = 20 Minuten. 













s Pulverlésun 5 

Verdéante = ETS 

Lésung | ne oe: kh’ 
a z kK’ a x K ” 

com be 0 


Elution K’ 












| 0,0294 92 | 00158 54 
10 . | 0.0139 13,4 | 0,0076 55 
139 |  0,0068 16.1 0. 0036 53 
190 | piu 19.0 pr 







a Pulverlésung: 127,4 mg (in 100 elds Elution: 27,3 mg 
(in 100 ccm unneutralisierter Losung). (21 %.) 















Ich habe denselben Versuch auch bei einem anderen in gleicher 
Weise aus Pferdeblutkérperchen hergestellten Pulver angestellt und 
fast das gleiche Resultat erhalten. 

Man kann also bei den aus Blutpulver hergestellten Lésungen 
die Ungleichheit der adsorbierten Mengen von der Katalase und dem 
Hamoglobin deutlich beobachten und durch Eluieren mit Na,H PO, 
eine Katalaselésung, die wenig Haimoglobin enthalt, bekommen. 

In weiteren Versuchen habe ich gepriift, ob diese Erscheinung 
bei frischen Blutkérperchenlésungen beobachtet wird. Aber die Ad- 
sorptionsvorginge spielen sich hier, wie man aus den folgenden Ver- 
suchen ersehen kann, etwas anderes als bei den Pulverlésungen ab. 
















Versuch 1. 

Von 4,0ccm frisch geschlagenem Kaninchenblut (Hamoglobin- 
gehalt = 63% nach Sahli) wurden die Blutkérperchen abgetrennt, 
dreimal mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen, von derselben 
abgetrennt und mit destilliertem Wasser bis auf 40 ccm aufgefiillt. 
Die erhaltene Lésung wurde stark zentrifugiert und abfiltriert. Die 
gewonnene, ein wenig opake Lésung wurde zum Versuche benutzt. 10ccm 
und 5 ccm (PO,),Ca,-Suspension wurden zentrifugiert und das Wasser 
dekantiert. Diese Niederschlige wurden mit je 10 ccm der Blutlésung 
versetzt und nach 10 Minuten zentrifugiert und abfiltriert. 
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n , ‘ - Wie 
Abgiisse: 0,5 ccm mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 100 com ‘orl sii 

: a ° NM: . ~ spnait 
Niederschlige: mit destilliertem Wasser bis auf 10 cem, 0,5 cem davon Mo? 

. : : : ins, 
mit neutralem Phosphatgemisch wiederum bis auf 100cem. Blut. oer 
‘ : : alten. 
lésung: 0,5ccm mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 100 ccm. peg t 

a : ; ; ' ie Kat 

Der Hamoglobingehalt wurde kolorimetrisch verglichen. die me 
werden 

Tabelle XX XI. Verhiiltn 

t = 20 Minuten. Noc 

ie 3 T 

Vere | Originale Blute | __—*‘Weem (POC | Seem (POY)yCay die 5 
diinnte seat AbguB Niederschlag | Abguf Niederschlag Von 
Lésung | — . Bae Pome abgetren 

a—z K a—z | K a—z EK |\a—z K a~-2z K waschen 
com || com | | com | _ _com_| | com | com 


hamolys 
im Eiss¢ 
Losung 

Lésung © 
ausgefiil 


I | | 
10 | 53 0.0277 17,4 0,0019 | 6,3 | 0,0240 8,8 | 0,0167| 12,1 | 0,0098 
5 10.2 \0,0135 | 18,3 0.0008 10,9 | 0,0121 12;9 0.0084 15,1 | 0.0050 
0 | 190] — | 190/) — —- | _ — - 
Hb. | 100% etwa 15% etwa 45%, ! 


Versuch 2. 


5cem frisch geschlagenes Kaninchenblut (Hamoglobingehalt 
























































= 67% nach Sahli) wurden in ganz gleicher Weise wie bei dem vorigen Prost 
Versuch behandelt. Losung | 
Tabelle XXXII. le 
——= 10 | 
ies, | Originale Blut | 10 ccm (PO,)2Cas 5 ccm (P.O,)oCag 5 
diinnte || lésung i AbguB Niederschlag Abguf iZ Niederscblag 0 | 
Lésung | — Ce ee Di 
\||a—a K ‘ace K ce ey K ome | RK |a—az K 
Ce Sa ies < Seen Se x wegen 
10 | 4,5 |0,0309| 14,5 0.0055 6,4 |0,0233 6,7 | 0.0223 13,0 | 0,0079 J konnte 
5 9,3 0,0152|| 16,4 pd 11,0 | 0,0115) 15 | 0,0106 15,5 | 0,0041 dunkel 
Hb. || 100% atwe 20% etwa 50% is 
gréBer 
Versuch 3. D 
3ccm frisch geschlagenes Kaninchenblut (Hamoglobingehalt Versuc 
= 69% nach Sahli) wurden auch in gleicher Weise behandelt. ermitt 
Tabelle XX XIII. asian 
t = 20 Minuten. flussui 
— maaan - enn hier e 
es I Oriainsle Blute | ge “10ccem em (PO4)2Cas_ a ue Oars 5.ccm POp2Cas. 
diinnte lésung Abgu8 Niederschlag ! Abgu8 Niederschlag 8. Die 
a—z | K oad K jo-2 K ees K a-az K I 
ee. com | _|_ com _ eS oom |__| com _| ____!|_ Sem. 
scrapes : a ue 
10 | 4) (0.0340 17,7 (0.0022 50 00297 3,7. (0.0176 | 10,2 0,0142 Katal 
5 || 9,2 0,0164 18,7 (0,010 98 0,0151 | 13,1 (0,008 | 14,1 dae Teil 
o | 196] — | 196| — + - | Calein 
Hb. || 100% etwa 20% — etwa 50% | 









schlag 


kK 


),0098 
),0050 


halt 
rigen 


Blutkatalase. 93 


Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, sind hier nicht so giinstige 
Verhiltnisse der adsorbierten Mengen der Katalase und des Himo- 
gobins, wie man es bei den Pulverlésungen beobachten konnte, zu 
erhalten. Im Gegenteil, bei Anwendung von 5 ccm (PO,),Cas scheint 
die Katalase im Vergleich zum Himoglobin weniger adsorbiert zu 
werden und bei Anwendung von 10 ccm (PO,),Ca, erst die giinstigen 
Verhaltnisse der adsorbierten Menge der beiden Substanzen einzutreten. 

Noch einen Versuch habe ich angestellt mit einer Blutlésung, 
die 3 Tage im Eisschrank aufbewahrt war. 

Von 3cem geschlagenem Kaninchenblut wurden die Blutkérperchen 
abgetrennt und in gleicher Weise mit physiologischer Kochsalzlésung ge- 
waschen und mit destilliertem Wasser bis auf 30 ccm aufgefiillt. Diese 
himolysierte Blutlésung wurde nach starkem Zentrifugieren und Filtrieren 
im Eisschrank 3 Tage stehengelassen. Nach Ablauf dieser Zeit zeigte die 
Lisung eine dunkelrote Farbe und eine merkbare Triibung. Mit dieser 
Lisung wurde der Versuch in gleicher Weise wie bei den vorigen Versuchen 
ausgefihrt. 








Tabelle XXXIV. t = 20 Minuten. 


Ver | Otiginale Blut- 10 com (PO4)pCag 5com (PO,)oCag 
ers || s - " . 
diinnte es Abgufs Niederschlag Abguf Niederschlag 


Loésung | 
a— Kx ||\¢-2 K a-@Zz K a-2z K a—-z|) x 
_ecm “| com || ccm | | ecm | 


10 || 3,8 0,0352|| 18,5 0,0008] 4,8 (0.0301) 10,9 0,0123|! 7,7  0,0198 
5 | 86 (0,0174|| 18,9 00003 9,5 0.0153) 14,5 0.0061) 122 | 0,0099 
0 | 192; — 92; —- | —-}-—-do — |r _ 

Die Abgiisse waren ganz klar, und ihr Hamoglobingehalt war 
wegen Triibung der Standardlésung schwer zu vergleichen, aber man 
konnte doch deutlich sehen, daB der AbguB bei 5 cem (PO,),Cag stark 
dunkelrot gefirbt war und bei 10 ccm weniger, aber trotzdem noch 
deutlich gefarbt war. Hier ist die adsorbierte Menge der Katalase viel 
groBer als bei den anderen drei Versuchen. 

Die Ursache dieser Verschiedenheit der Adsorption in den einzelnen 
Versuchen, die aber nicht sehr groB war, ist mir nicht gelungen zu 
ermitteln. Ob die Verschiedenheit der Adsorption auf Unterschieden 
des kolloidalen Zustandes der Lésungen beruht oder durch Beein- 
flussung der Beimengungen verursacht ist, oder ob andere Momente 
hier eine Rolle spielen, ist schwer zu sagen. 








8. Die Reinigung der Katalase durch kombinierte Anwendung von Chloro- 
form und dreibasischem Calciumphosphat. 


Im ersten Teil habe ich gezeigt, daB die in Blutlésungen enthaltene 
Katalase durch Chloroform gut gereinigt werden kann. Im zweiten 
Teil habe ich nachgewiesen, daB die Katalase durch dreibasisches 
Caleciumphosphat adsorbiert und durch verdiinnte Lésungen von 
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zweibasischem Natriumphosphat eluiert wird. Bei geeigneten [e. 
dingungen erhalt man so eine an Himoglobin armere Fermentlising. 

Ich habe nun weiter gepriift, ob durch die kombinierte Anwendung 
der beiden Methoden die Katalase noch mehr gereinigt werden kann, 

Die durch (PO,),Cag gereinigte Lésung verliert, wie schon mit. 
geteilt wurde, bei Versuchen mit Pulverlésung ungefihr 50° ihrer 
urspriinglichen Wirksamkeit, waihrend der Hiamoglobingehalt der. 
selben bis auf etwa 20°% vermindert wird. Wenn man diese Léisungen 
weiter mit Chloroform behandelt, so muB man auf noch weitere Verluste 
der Wirksamkeit rechnen. Schon aus diesem Grunde ist es klar, dab es 
vorteilhafter ist, die durch Chloroform gereinigte und hochwirksame 
eiweiBarme Lésung weiter mit Calciumphosphat zu behandeln, als 
den umgekehrten Weg einzuschlagen. 

Die Methode der Adsorption, bei der man das Adsorbat zuniichst 
mit Wasser auswischt, wobei Enzym nicht in Lésung geht und dann 
eluiert, so da8 man nunmehr das Enzym in Lésung bringt, ist bekanntlich 
sehr geeignet, das Enzym von indifferenten, chemisch bekannten 
Stoffen zu trennen. 


Experimentelles. 


Die Wirksamkeit der Katalase wurde in gleicher Weise wie in den 
vorigen Versuchen gepriift. ° 

Die (PO,),.Ca,-Suspension wurde in gleicher Weise wie im Ab- 
schnitt 2 hergestellt. 

Zuerst habe ich untersucht, ob die durch Chloroform gereinigte 
Katalase durch (PQ,),Ca, adsorbiert wird. 


0,2 cem und 0,1 eem (PO,),Ca;-Suspension wurden zentrifugiert und 
das Wasser dekantiert. Zu diesen Niederschligen wurde je 10 cem einer aus 
Pulver durch Chloroform gereinigten Lésung (in diesen Versuchen wurden 
die Pulverlésungen benutzt, welche aus Pulver Nr. 2 hergestellt wurden) 
zugesetzt, gut gemischt und nach 10 Minuten zentrifugiert und abfiltriert. 

Abgiisse: 1 cem davon mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 ccm. 

Niederschlage: mit destilliertem Wasser bis auf 10 ccm; 1 cem davon 
mit neutralem Phosphatgemisch wiederum bis auf 50 ccm. 

Die urspriingliche durch Chloroform gereinigte Fermentlésung: | ccm 
mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 ccm. 


Tabelle XXXV. t = 20 Minuten. 














| Durch Chforos i 0,2 com (P.O,)oCas 0,1 com (PO,)2Cay 
Vers || form gereinigte | 
dinnte | Fermentlésung | | Niederschlag Abgu8 =| _— Niederschlag 
Lésung Seca 
la—z K K oe | K K 
_ccm || _ccm : com _| com 

















10 | 6,4 (0,0243 0,0227/| 18,2 |0,0016|| 7,0 | 0,0212 
5 | 11,2 00122 0,0118|| 19,0 | 0,0007|| 12,2 | 0,0103 
0 | 196) — hat a | 
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Wie aus dieser Tabelle ersichtlich ist, wird die Katalase auch aus 
der durch Chloroform gereinigten Lésung durch passende Menge des 
(PO4)gCaz quantitativ adsorbiert. Es ist hier auffallend, daB eine 
sehr kleine Menge von (PQ,),Cag geniigt, um das Ferment zu adsor- 
bieren. Bei einer unreinen Pulverlésung kann die gleiche Menge des 
Calciumphosphats nur einen kleinen Teil von Katalase adsorbieren, 


_ ae os + 
wie man es aus dem niachsten Versuche sehen kann. 


0,2cem (PO,),Ca, wurde zentrifugiert und das Wasser dekantiert. 
Der Niederschlag wurde mit 10 ccm einer | proz. Pulverlésung versetzt 
und nach 10 Minuten zentrifugiert und abfiltriert. 

Abgu8: 1 ccm davon mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 ecm. 

Niederschlag: mit destilliertem Wasser bis auf 10cem; 1 cem davon 
mit neutralem Phosphatgemisch wiederum bis auf 50 ccm. 

Pulverlésung: 1 cem davon mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 
50 cem. 


Tabelle XXXVI. t = 20 Minuten. 





a ~ 0,2cem (PO,)oCag 
le-dii \| ulverlésung 
Verdbante Abgué Niederschlag 


Lésung 





K fe | K 


ccm com 


er eae ~ | 43 | 0.0320 | 18,0 | 0,0009 
| 


0,0005 


8,5 92 | 0,0155 18,4 
18,8 i Bs | — | 


Wie hier ersichtlich ist, wird die Katalase sehr wenig adsorbiert. 
Die Ursache mu8 héchstwahrscheinlich in dem EinfluB der Begleit- 


stoffe gesucht werden. 
Das Eluieren der adsorbierten Katalase ist auch hier durch eine 


verdiinnte zweibasische Natriumphosphatlésung gelungen, wie es aus 
dem nachsten Versuch hervorgeht. 


Je 0,2cem (PO,),Ca;-Suspension wurde mit je 10ccm einer durch 
Chloroform gereinigten Lésung (aus dem Blutpulver) versetzt und nach 
10 Minuten zentrifugiert und abfiltriert. Die Niederschlage wurden dreimal 
mit 20 ccm destilliertem Wasser gewaschen und vom Waschwasser abge- 
trennt. Dann wurde ein Niederschlag mit 10 ccm m/150 Na,HPO, und 
ein anderer mit 10 ccm m/300 Na, HPO, versetzt und unter 6fterem Um- 
riihren 15 Minuten bei Zimmertemperatur stehen gelassen, dann zentri- 
fugiert und filtriert. 

5 cem der erhaltenen Filtrate wurden mit m/15 KH,PO, neutralisiert 
und mit destilliertem Wasser bis auf 10 cem, 2 cem davon mit neutralem 
Phosphatgemisch bis auf 50 ccm wiederum aufgefiillt (Elution). 

Die gewaschenen Niederschlige wurden mit destilliertem Wasser bis 
auf 10cem, 1ccm davon mit neutralem Phosphatgemisch wiederum bis 
auf 50 ccm aufgefiillt (Niederschlag). 

leem der durch Chloroform gereinigten Fermentlésung wurde mit 
neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 cem aufgefiillt. (Die durch Chloro- 
form gereinigte Fermentlésung. ) 
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Tabelle XX XVII. t = 30 Minuten. 





| 


Durch Chloros | m{150 Na H,P O, m/300 NaH,PO, 
Ver- || form gereinigte - fh ive 
diinnte || Fermentlosung i Elution || Niederschlag | ~ Elution Niederschla, 


Lésung > | | | ee ee ee | 
neil K @—-a!] x jj a—% K K a—z 


K 
| {| 
ccm jj com | ccm a‘ | _cem ‘ “ : em | lf ccm 

| 4 ae 


10,0 | 3,3 00254 5,0 00194) 169 0,0018| 6,1 0,0165 143 0,004 
5,0 | 8,1 0.0124 10,0 (0,0094 | 18,0 0,0009 | 113 0,0076 16,7  0,0019 
2,5 | 123 |0,0064|. 13,9 0,046, 18,6 | 0,0004| 14,8 | 0.0037) 17.8 0.0010 
o | 191| — | 191} — fee fe ae fe - | - 

Wie ersichtlich ist, wird die adsorbierte Katalase zum gréBten 
Teil schon durch m/300 NaH, PO, freigelegt. 

In diesem Versuche enthielten die Abgiisse fast keine Katalase- 
wirksamkeit und ebenfalls fast keine Triibung mehr bei Zusatz von 
Sulfosalicylsiure, wahrend die durch Chloroform gereinigte Ferment- 
lésung dabei noch eine schwache und die Elution eine zwar auBerordent- 
lich schwache, aber doch merkbare Triibung aufwies. 

Im niachsten Versuche habe ich die Verteilung des Stickstoffs 
zwischen AbguB, “Elution und Niederschlag untersucht. 


0,4cem (PO,),Ca,; wurde zentrifugiert und das Wasser dekantiert. 
Der Niederschlag wurde mit 20ccem einer durch Chloroform gereinigten 
Lésung (aus der Pulverlésung) versetzt, und nach 10 Minuten zentrifugiert 
und abfiltriert (Abgu8). Der Niederschlag wurde viermal mit 20 ccm 
destilliertem Wasser gewaschen und von demselben abgetrennt. Dann 
wurde der Niederschlag mit 20 cem m/150 Na,HPO, versetzt und nach 
15 Minuten zentrifugiert und abfiltriert. 

Abgu8: 1 cem davon mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 ccm. 

Elution: 5cem davon wurde mit KH,PO, neutralisiert und mit 
destilliertem Wasser bis auf 10 ccm aufgefiillt; 2 ccm davon mit neutralem 
Phosphatgemisch bis auf 50 ccm 

Niederschlag: Der letzte Niederschlag wurde mit destilliertem Wasser 
bis auf 20cem; 1 cem davon mit neutralem Phosphatgemisch wiederum 
bis auf 50 ccm. 

Urspriingliche durch Chloroform gereinigte Fermentlésung: 1 ccm 
davon mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 ccm. 


Tabelle XXXVIII. t = 20 Minuten. 


Durch Chloroform || Mit NagHPO, bebandelt 
Vers | gereinigte Ferments -—— ae seins Wotan 
diinnte losung Abguf Elution 


Lésung 





Niederschlag 





j j 
a—x a—z | f —s | ‘ 
—s EK’ | } | K * K 


ccm | com | a 3s omnes EE oe ' aa 
10 (6,0 "0,0250 | 7,8 0.0193 | 11% ‘| 18,3 | 0,0008 
5 | 10,8 0.0123 | Bow ao 12,2 | 0,0096 | 78% 18.6 0,0005 
o | 190 | — 190 | — — be ae 
* | 210mg (in | 1,16 mg (in 0,36 mg (in 100 com unvers | 0,14 mg Gn 
Gehalt | 100ccm unvers | 100 ccm unvers _ diinnter unneutralisierter | 100 ccm der 
diinnter Léeung) | diinter Lésung) | Lésung) || Suspension, bei 
} i || der der letzte 
|| Niederschlag mit 
| dest. Wasser bis 
auf 20ccm aufs 
gefiillt wurde) 


’ 
i __ecm 
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Wie ersichtlich ist, behalt hier die Elution durchschnittlich eine 
77.5proz. Wirksamkeit der urspriinglichen Fermentlésung und der 
AbguB fast gar keine, wahrend die Elution nur etwa !/, der Menge des 
Stickstoffs der urspriinglichen Lésung und der Abgu8B etwa % der 
Menge enthalt. Mit Sulfosalicylsiure reagierte der AbguB fast gar 
nicht, dagegen zeigte die Elution eine sehr schwache, aber noch be- 
merkbare Reaktion. Daraus kénnte man entnehmen, daB der Stick- 
stoff, welcher aus dem genuinen Eiweif herrithrt, unadsorbiert im AbguB 
gurickbleibt. AuBerdem ist es hier merkwiirdig, daB dx Elution durch 
Zusatz von Salpetersiure und Silbernitrat fast gar keine Triibung zeigte, 
wihrend der Abgu8 damit cine deutliche Tritbung aufwies. Folglich kann 
das in der urspriinglichen Lésung befindliche Kochsalz durch mehrmaliges 
Waschen dieses (PO,),Ca,-Niederschlages mit Wasser entfernt werden. 

Ich habe weiter in den folgenden Versuchen die Wirksamkeit, 
den Trockenriickstand (80 bis 100°C) und Stickstoffgehalt der durch 
(PO4),Cag behandelten Lésung mit denselben der urspriinglichen 
Pulverlésung und der durch Chloroform gereinigten Lésung verglichen. 

1,0cem (PO,),Ca;-Suspension wurde zentrifugiert und das Wasser 
dekantiert. Der Niederschlag wurde mit 50 ccm einer durch Choloroform 
gereinigten Fermentlésung (aus der Pulverlésung) versetzt und nach 10 Mi- 
nuten zentrifugiert und abfiltriert (Abgu8). Dann wurde der Niederschlag 
viermal mit 50 cem destilliertem Wasser gewaschen und mit 50 cem m/150 
Na,HPO, 15 Minuten lang behandelt. Die erhaltene Elution war wasser- 
klar und zeigte keinen Farbenton mehr, wihrend die urspriingliche durch 
Chloroform gereinigte Lésung einen schwachen gelben Ton und der AbguB 
einen viel schwiacheren, aber doch merkbaren gelben Ton zeigte. 

Abgu8: 1 cem davon mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 ccm. 

Elution: 5 cem davon mit K'H,PO, neutralisiert und mit destilliertem 
Wasser bis auf 10 ccm; 2 ccm dance mit neutralem Phosphatgemisch bis 
auf 50ccm. Urspriingliche Pulver- und durch Chloroform gereinigte Lé6- 
sung: 1eem davon mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 50 ccm. 


Tabelle XXXIX. t = 20 Minuten. 


I. Durch Chloroform ges Re Mit t (POy)2 Cag behandelt 


reinigte Lésung “Abgus | Elution 

















Ver: | Pulverlésung 
diinnte || 
Lésung 





aes Dan . 
K wn | K “wr 
| K" R’ 


ja—c | K' Ja—e| zY | x | ag ti a—z | kK" 


ccm — |_ccm_| am & com | _ | = |) com 
| 41 0,038 5,7 (0,0265 rar 19,3 
| 98 (0.0160) 10,7 0,0128 80% | 

| 194 | = || A eee 





maf 7,6 Poked 60% 
| 





120101 79% | 63% 








| Viethen | Wirksam- 
|| rickstand | N-Gehalt keit 
g mg % 





Pulverlésung, ‘unverdiinnt (in 100 cem) . . | 0,824 126.0 | 100 
Die durch Chloroform gereinigte Lésung, || 
unverdiinnt (in 100 ccm) | 0,029 2,05 | 79 
Elution, unverdiinnt und nicht neutralisiert | | 
(in 100 ccm) | 0,100 0,40 | 61,5 
Abgu8, unverdiinnt (in 100 ccm) | 1,02 | fast nichts 
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Wie ersichtlich ist, wird die Katalase durch eine kombinic;io 
Anwendung der beiden Reinigungsmethoden in hohem Grade yo. 
Stickstoff befreit, bei gleichzeitiger Beibehaltung ihrer ziemlich stark«y 
Wirksamkeit. Die durch (PO,),Ca, gereinigte Lésung enthilt etwas 
mehr Trockenriickstand als die urspriingliche nur durch Chloroform 
gereinigte. Aber das ist wahrscheinlich zum gréBten Teil durch dic 
absichtliche Zusetzung des zweibasischen Natriumphosphats zu cr- 
klaren. Der Abgu8 enthalt hier, trotz fast keiner Katalasewirkung, 
ungefahr eine gleiche Menge von Trockenriickstand wie die urspriinglich 
durch Chloroform gereinigte. Natiirlich mu8B man hier nicht iibersehen, 
daB der AbguB eine kleine Menge von dem gelésten als Adsorbens 
angewandten dreibasischen Calciumphosphat enthalten kann. Aber 
ich konnte schon feststellen, daB in diesen ersten und auch in einigen 
nachfolgenden Abgiissen Stickstoff und Kochsalz nachgewiesen werden 
kénnen, ohne dabei eine Katalasewirkung zu beobachten.  Folglich 
kann man daraus wenigstens annehmen, daB die Katalase durch diese 
Behandlung von einem gewissen Teil des Stickstoffs und von der fast 
ganzen Menge des Kochsalzes befreit werden kann. 

In weiteren Versuchen habe ich gepriift, ob diese giinstigen 
Resultate ebenfalls bei der aus frischem Blut durch Chloroform ge- 
reinigten Lésung erhalten werden kénnen. 

Wie schon im Abschnitt II berichtet wurde, scheint die frische 
Blutkérperchenlésung gegen (PO,),Ca, sich etwas anders als die Pulver- 
lésung zu verhalten. Die Mengen, welche zur quantitativen Adsorption 
dienen, sind nicht fir alle Lésungen immer gleich. Es ist hier merk- 
wirdig, da die aus frischem Blut durch Chloroform gereinigten 
Lésungen im Vergleich zu der aus Pulver gereinigten erheblich mehr 
(PO,),Cag brauchen. Worauf diese Verschiedenheiten beruhen, ’ ist 
schwer zu erklaren. Aber es scheint mir, daB diese Verschiedenheiten 
nicht nur durch die Unterschiede des EiweiB- oder Fermentgehalts 
der urspriinglichen Lésungen allein zu erklaren sind. 

Der Adsorptionsvorgang ist bei der aus frischem Blut gereinigten 
Lésung beispielsweise folgender: Die angewandten gereinigten Lésungen 
wurden aus 10% frischen Kaninchenblutkérperchenlésungen mit 
Chloroform wie immer hergestellt. 

3,0 ccm und 2,0 ccm (PO,),Ca,-Suspension wurden zentrifugiert und 
das Wasser dekantiert. Die erhaltenen Niederschlage wurden mit je 10 ccm 
einer aus frischem Kaninchenblut gereinigten Lésung versetzt und nach 
10 Minuten zentrifugiert und abfiltriert. 

Abgiisse: 0,5ccm davon mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 
100 ccm. 

Niederschlige: mit destilliertem Wasser bis auf 10 ccm; 0,5 cem davon 
mit neutralem Phosphatgemisch wiederum bis auf 100 ccm. 


Die durch Chloroform gereinigte Fermentlésung: 0,5 ccm davon mit 
neutralem Phosphatgemisch bis auf 100 cem. 
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Tabelle XL. 
t = 20 Minuten. 





| Durch Chloros 3ccm (POp2Cas 2ccm (POp2Cas 
Vers || form gereinigte ||—— ad ts aud : 
diinnte | | Fermentiésung | - AbguB I ‘Niederschlag  AbguB | Niederschlag 


hype Bee 
com || com || com | ccm com | {| com | 

] | | | 
10 4,7 0.0815) 198 — || 5,1 0,0297|| 17,7 0,0027|| 62 | 0.0254 
5 || 10,0 0,0151)) 199 | — 10,2 anes 18,8 00,0013) 11,3 | 0,0124 
0 || 200; — || 2900; — 


Losung | iH x i] 
BO oe a—z K a—2z K ;a—@ | K 


Wie ersichtlich ist, wird die Katalase hier erst durch 3 ccm 
(PO4),Cag-Suspension fast quantitativ adsorbiert. Dagegen adsorbiert 
bei einer anderen gleichartigen Lésung dieselbe Menge dieser Sus- 
pension nicht die ganze Katalase, wie aus dem niachsten Versuche 
hervorgeht. 

3cem (PO,),Ca,-Suspension wurden zentrifugiert und das Wasser 
dekantiert. Dieser Niederschlag wurde mit 10cem einer aus frischem 
Kaninchenblut gereinigten Lésung versetzt und in gleicher Weise, wie im 
vorigen Versuche weiter behandelt. 

Tabelle XLI. 
t = 20 Minuten. 








| Durch Chloroform gereinigte ; 3 ccm (PO))2Cag 
Vetiant Papers Abgu __ Niederschiag 
Lésung |}—— oe 3 ) 
a-—2 K of ome -| K a a—z k 
com com _ 











0,016 6,1 0,0258 
0,0213 136 | 00084 11,1 0,0128 
mo | — = | 

Wie ersichtlich ist, sind die Mengen des (PO,),Cag, welche zur 
quantitativen Adsorption dienen, nicht immer gleich, aber dieselben 
sind im Vergleich zur urspriinglichen nicht vorgereinigten Blutlésung 
im allgemeinen geringer. 

In bezug auf das Eluieren ist es auch hier gelungen, aus den Ad- 
sorbaten mit verdiinnter zweibasischer Natriumphosphatlésung eine 
anscheinend wasserklare Liésung zu erhalten, welche armer an Stick- 
stoff ist und fast gar kein Kochsalz enthalt, bei gleichzeitiger Bei- 
behaltung der verhiltnismaBig starken Wirksamkeit. 


So wurden 25 cem (PO,),Ca;-Suspension zentrifugiert und das Wasser 
dekantiert. Dieser Niederschlag wurde mit 50 ccm einer durch Chloroform 
gereinigten Lisung, welche aus 10 proz. frischer Kaninchenblutkérperchen- 
lésung wie immer hergestellt wurde, versetzt (5 ccm Suspension: 10 ccm 
der durch Chloroform gereinigten Liésung) und nach 10 Minuten zentri- 
fugiert und filtriert (AbguB). Der Niederschlag wird sechsmal mit 50 ccm 
destilliertem Wasser gewaschen und von demselben abgetrennt. Dann 
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wurde der Niederschlag mit 50 ccm m/150 Na, HPO, versetzt, 15 Minuten 
lang unter 6fterem Umriihren stehengelassen und abfiltriert. Die Elution 
war anscheinend wasserklar und zeigte durch Sulfosalicylsiure eine sehr 
schwache und durch Salpetersiure und Silbernitrat fast keine Triibung, 
waihrend der Abgu8 durch Sulfosalicylsiure fast keine und durch Salpeter. 
siure und Silbernitrat eine deutliche Triibung aufwies. 

AbguB: 0,5 ccm davon mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 100 com 

Elution: 5 eem davon mit KH, PO, neutralisiert und mit destilliertem 
Wasser bis auf 10 ccm; 1 cem davon mit neutralem Phosphatgemisch bis 
auf 100cem. Die durch Chloroform gereinigte Fermentlésung: 0,5 cem 
davon mit neutralem Phosphatgemisch bis auf 100 ccm. 


Tabelle XLII. AbguB. 


















































2 a Durch Chloroform gereinigte Lésung ] Elution 
& be} spades bi 
e) | | a 
B3 | «=a | t= l t = 20 | Durch: | t=10 | t= 27 Durch. * 
ie. 9 areas paaeraen | ae nan | achnittl, |i-——— “a — I schnitt. Kk’ 
>” la—az K |@ hy EK * a —a| x \A «Werte a — x K |@ — a) K \Ke Werte 
com | ccm ee | cc |ccm | Bi. Sea || com : _| ovm | eee ce 
10 i 18,5 0,0014 | 9,0 iE | 0.0326 || 0,0333 i 11,3 | 0.0241 | 7,0 | 0,0225 | 0,0233 || 70 
5 } 4 0,0008 | | 13s 13,4 9.5 | 0.058 0,0163 150 0,0118 | 12,0 | 0.0108 | 0,0113 | 69 
0 || 19,7 | wre 
ee di 3 Trockenrickstand [ ~ N+Gehalt 


8 


mg 











Urepriingliche d durch Chipsolen sien. | 


unverdiinnte Fermentlésung (in 100ccm) | 0,067 2.8 
Elution, unverdiinnt und nicht neutralisiert | 

leh OO et 65 ee ee I 0,085 0,72 
Abgu8, unverdiinnt (in 100cem).... . \ 0,043 1,14 


I . 

Wie ersichtlich ist, betrigt die Wirksamkeit der Elution etwa 
70% von der urspriinglichen Lésung, wahrend der Stickstoffgehalt 
bis auf etwa 4, der Menge sich verminderte. Dabei bleibt verhiltnis- 
maBig eine groBe Menge von Stickstoff im Abgu® zuriick, wahrend 
hier nur eine ganz unbedeutende Wirksamkeit zu beobachten ist. 

Noch ein gleicher Versuch ist angestellt worden mit einer durch 
Chloroform gereinigten Lésung, welche ebenfalls aus 10% frischer 
Kaninchenblutkérperchenlésung hergestellt wurde und 82% Wirksam- 
keit der urspriinglichen Blutlésung behielt'). 15 com (PO,),Cag-Sus- 


1) 0,5 cem dieser Blutlésung wurden mit neutralem Phosphatgemisch 
bis auf 100 ccm aufgefiillt. 





Verdiinnte 
Lésung a—z (t= 20’) KE 


ccm ccm 

















10 3,6 0,0369 
5 8,7 0,0178 
0 19,7 — 


Diese K-Werte werden mit den in der Reaktionszeit von 20 Minuten 


erhaltenen K-Werten der durch Chloroform gereinigten Lésung (siehe 
Tabelle XLIII) verglichen und als prozentuale Ausbeute berechnet. 
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pension wurden zentrifugiert und das Wasser dekantiert. Der Nieder- 
schlag wurde mit 50 cem dieser durch Chloroform gereinigten Lésung 
versetzt (3 ccm Suspension: 10 ccm der durch Chloroform gereinigten 
Lésung) und in gleicher Weise wie im vorigen Versuch weiter gearbeitet. 
Die erhaltene Elution war ebenfalls anscheinend wasserklar und zeigte 
durch Sulfosalicylsiure eine sehr schwache und durch Salpetersiure 
und Silbernitrat fast keine Triibung. Der AbguB reagierte, wie im vorigen 
Versuch, fast nicht durch Sulfosalicylsiure — und stark durch Salpeter- 
siure — und Silbernitratzusatz. 


Tabelle XLIII. 
AbguB. 





Durch Chloroform gereinigte Fermentlésung Elution ] 


t=2 | #=10 t = 20 Durchs | t= 10 ‘=a | Durchs |=” 

339 VERBISES | BY EEie ; —| schnittl. | . scbnittl. || K’ 
a@—z - la—@ - | + Wertela — x K P% K K «Werte 

ccm com K' ccm ccm %y 


45 — i 
19.4 |0,0008 || 9,6 | 0,0321 | 5,0 | 0,0302 0,0312 |, 11,6 | 0,0239 7,3 0.0220| 0,0230 || 
19.7 | 0.0004 | 13,7 |0,0167 | 10,3 | 0,0145 0.0156 | 15,6 | 0.0110 | 12.2 | 0,0108 |} 0.0109 

: — |}21}; — a _ - 20,1} — = _ — | 





Trockenriickstand ~ N.Gehalt 
g __™$ 


Urspriingliche durch Chloroform gereinigte, 
unverdiinnte Fermentlésung (in. 100 cem) 0,065 2,63 
Elution, unverdiinnt und nicht neutralisiert 
(in 100 cem) 0,7 
Abgu8, unverdiinnt (in 100 ccm) 3 1,03 


Wie ersichtlich ist, besteht hier ebenfalls eine verhaltnismabig 
starke Wirksamkeit und geringer Stickstoff im Vergleich zu der ur- 
spriinglichen, durch Chloroform gereinigten Fermentlésung, und zwar 
behalt die urspriingliche durch Chloroform gereinigte Lésung etwa 
82% Wirksamkeit der Blutlésung, also behilt die endgiiltige Elution 
etwa 60% Wirksamkeit der urspriinglichen Blutlésung. 

Der schlieBlich erhaltene Trockenriickstand gibt auch keinen 
MaBstab fiir die Menge der durch die Reinigung entfernten Begleit- 
stoffe. Denn durch die Elution mit Natriumphosphat kommt viel 
fremde Substanz in die Lésung, wodurch das Ergebnis viel ungiinstiger 
erscheint, als es wirklich ist. 

Ebenso wie man im ersten Abschnitt sehen kann, enthalt auch 
hier die durch Chloroform gereinigte Lésung unter bestimmten Be- 
dingungen nur einen geringen Trockenriickstand und wenig Stickstoff, 
bei gleichzeitiger Beibehaltung der starken Wirksamkeit. Durch den 
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nachfolgenden Adsorptionsversuch mit (P0,4),Ca, wird die Katalase 
weiter vom beigemengten Stickstoff und von Kochsalz befreit, ole 
an Wirksamkeit stark einzubiiBen. 


4. Anhang. 
Bestindigkeit der gereinigten Katalase. 


Endlich habe ich noch einige Beobachtungen iiber die Bestindig. 
keit der gereinigten Katalase gemacht. 

Die benutzte Katalaselésung wurde aus frischen Kaninchenblut. 
k6érperchen hergestellt, weil die Lésungen derselben keine grofjen 
Unterschiede mit den aus Pulver hergestellten Lésungen an Stickstoff- 
gehalt aufweisen, aber dafiir bedeutend wirksamer im Vergleich 21 
den aus Pulver hergestellten Lésungen sind. Die Lésungen wurden 
in genau gleicher Weise wie in den vorigen Abschnitten mitgeteilt 
wurde, hergestellt, und zwar durch Anwendung von Chloroform und 
durch Adsorption mit (PO,),Cag und mit nachfolgender Eluierung 
mit m/150 Na, H PQ,. 

Die in soleher Weise erhaltenen Elutionen wurden gewoéhnlich in 
folgender Weise weiter behandelt. 40 ccm Elution wurde mit m/15 KH,P0, 
genau neutralisiert und mit destilliertem Wasser bis auf 50 ccm aufgefiillt. 
Die erhaltenen anscheinend wasserklaren Fermentlésungen wurden mit 
einigen Tropfen Chloroform versetzt und fest verschlossen im Eisschrank 
aufbewahrt. Die Lésungen blieben iiber 3 Wochen klar, ohne da8 eine 
merkbare Abschwachung der Wirksamkeit dabei zu beobachten ist. 

Die Bestimmung der Katalase wurde hier ebenfalls bei einer Temperatur 
von 2° C ausgefiihrt. Eine bestimmte Menge H,0,-Lésung, die */,5) molare 
Konzentration des neutralen Phosphatgemisches enthalt, wurde in Erlen- 
meyerschen Kolben verteilt und im Eiswasser abgekiihlt. Die zu priifende 
Fermentlésung wurde mit m/150 abgekiihltem Phosphatgemisch in passender 
Weise verdiinnt und immer 10ccem davon in H,O,-Lésung sofort pipettiert. 
Nach 10, 20, 30 und 40 Minuten Aufenthalt im Eiswasser wurde die Mischung 
mit 15ccm 20proz. H,SO, versetzt und dann mit n/50 KMn0O, titriert. 

Die K-Werte wurden aus der Formel der monomolekularen Reaktion 
berechnet. 


1. Der Einflu8 der als Puffer zugefiigten Phosphatlésung 
auf die Katalasewirkung. 

Es ist eine schon bekannte Tatsache, daB das Optimum fiir die 
Katalasewirkung sich in der Nahe vom neutralen Punkt bei Er- 
haltung der Reaktion durch Pufferzusatz befindet. Bei meiner 
gereinigten Katalaselésung ist es sichtbar, daB die Wirkung bei Zusatz 
von neutralem Phosphatgemisch etwas starker ausfallt als ohne Puffer- 
zusatz und die molare Konzentration des Phosphatgemisches mit 
m/150 mol. geniigend scheint. 
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Tabele XLIV. 50ccm etwa n/100 H,O,-Lésung + 10cem verdiinnte 

Fermentlésung (0,4cem Ferment + 100cem destilliertes Wasser). Die 

molare Konzentration des Phosphatgemisches in H,O,-Lésung_ betrug 
1. 0, 2. 4/,59 mol. und 3. 1/39 mol. 





1. Ohne Pufferzusatz 2. etwa m/150 Phosphats 3. etwa m/#0 Phosphat 
Zeit in s (Py = 6,2) as gemisch (py = 7,0) gemisch (py = 7,0) 


Minuten a—2z K a—2z K a—z K 
com com ecm 


o | 247 a 24,7 we aed eee 
10 | 129 0,0282 12,2 0,0306 123 0,0303 
20 || 7,4 0,0262 6,9 0,0277 7,0 0,0274 
30 4,5 0,0247 4,0 0,0264 4,2 0,0257 
4 | 28 0,0236 2,6 0,0244 2.7 0,0240 


2. Der Einflu8 der Temperatur. 

Uber den Einflu8 der Temperatur auf die Katalase sind schon 
viele Berichte veréffentlicht worden'). Nach Italie?) verliert Menschen- 
blut durch 30 Minuten langes Erhitzen auf 63°C den gréBten Teil 
und Pferdeblut unter diesen Umstiinden vollstandig die Katalase- 
wirkung. Euler und Borgenstaim*) geben in einer Mitteilung an, daB 
in Erythrocyten aus Pferdeblut durch Erwirmen auf etwa 57°C eine 
Aktivierung der Katalase von rund 170% erreicht wird. 

Die Versuche werden in folgender Weise ausgefiihrt: etwa 2 ccm 
unverdiinnte Fermentlésung wurde in einem kleinen Reagenzglas 
im Wasserbad von einer bestimmten Temperatur eine bestimmte Zeit 
stehen gelassen. Unmittelbar nach der Erwiarmung wurde das Reagenz- 
glas in Eiswasser abgekiihlt und eine bestimmte Menge dieser Ferment- 
lésung wurde mit einem m/150 abgekihlten neutralen Phosphatgemisch 
verdiinnt. 

Tabelle XLV. 


50 cem etwa n/100 H,O,-Lésung + 10 ccm einer verdiinnten Ferment- 
lisung (0,4cem Ferment + 200ccm m/150 neutrales Phosphatgemisch). 





Nicht tiinibs Bey Temperatur und Dauer 
Fermentlésung a Sea Rake a PRR 
Zeit in | (Kontrolle) 459C (+0,5°C) 10’ 49°C (+0,5°C) 30’ 
Minuten) size - i Siskcapes ree 





a—z K | a—z K’ a—z K" 
_ || com : ccm _eem 


24,7 24,7 _— 


17,7 | 0,0145 | 183 0,0130 | 189 0,0116 | 


| 
| 4,7 
| 133 | 00184 | 144 0.0117) 149 | 00110 | 82 


| 107 | 00121 | 11,4 0.0112 | 124 | 00100/ 83 
‘| 85 | 00116 | 91 ° 00108 | 103 | 0,005 | 82 
\} 82 

1) C. Oppenheimer, Die Fermente u. ihre Wirkungen. 2. Bd. Leipzig 1913. 


2) Van Italie, C. r. Soc. Biol. 60, 148, 1906, zitiert nach *). 
8) H. v. Euler und E. Borgenstaim, diese Zeitschr. 102, 1920. 














104 M. Tsuchihashi: 


50 cem etwa n/100 H,O,-Lésung + 10 cem einer verdiinnten Ferment 
losung (0,4ccm Ferment + 200 cem m/150 neutrales Phosphatgemisc‘)), 50 CC} 





3 Tem ‘und Sey SD fees 
Sahin ebiieene peratur un Dauer 


Zeit in Fermentlésung (Kontrolle) 59°C (405°C) 30° 65°C (405°C) 3 ot as 
tained en § 
a—z K a—z | K a—z Minuten | 


Minuten 


ccm Fe ccm | % ccm 

0 24.8 ii 24.8 Pe 24,8 
10 17,8 0,0144 24.0 0,0014 24.8 
20 13,0 0,0140 23.6 0,0011 24.7 
30 10,4 0,0126 23,3 0,0009 24.7 
40 | 84 00118 23,0 0,0008 24.8 


0 
10 
20) 
30 | 
40 | 


Wie ersichtlich ist, verliert die aus frischenKaninchenblutkérperchen fe) 
gereinigte Loésung ungefihr 20% ihrer Wirksamkeit beim Erhitzen D 
wahrend 30 Minuten auf etwa 45°C, den gréBten Teil davon bei 55°C, nur be 
und fast vollstandig bei etwa 65°C. der Ve 
achtet 
Je 
neutra 
wurde! 
Die m 

Tabelle XLVI. immer 
50 ccm etwa m/100 H,O,-Lésung + 10 ccm einer verdiinnten Ferment- 
losung (1,6ccm Ferment + 200 ccm m/150 neutrales Phosphatgemisch). 50 ec 


———— 


Auch bei der aus Pulver gereinigten Lésung (aus Pferdeblut- 
kérperchen) wurden die gleichen Resultate erhalten, wie aus folgender 
Tabelle ersichtlich ist. 





Nicht erwarmte | Temperatur und ‘Daver Si Zeit 
Fermentlésung i oe ee Minut 
Zeit in (Kontrolle) 49C (£0,5°C) 30’ 55°C (+ 05°C) 30’ 
Minuten fa ie PGi gat 


kK’ 


aa | RK | 
tL com 


25,0 
192 | 0, 

15.2 | 0, 0,0009 
13,3 ? | | rae 
12,1 | 0,0006 





8. Die Bestindigkeit der verdiinnten Katalaselésung. 


Die nicht verdiinnte gereinigte Katalaselésung zeigt gewéhnlich 
wochenlang keine merkbare Abschwichung der Wirksamkeit. Aber 
in verdiinntem Zustande ist die Katalase wenig bestindig, wie aus 
den folgenden Versuchen hervorgeht. 

0,8 com Ferment wurde mit 200 cem abgekiihltem destillierten Wasser 


(Py = 6,2) versetzt und 10ccem dieser verdiinnten Lisung wurden sofort, 
nach 30 und 60 Minuten Aufenthalt im Eiswasser in H,O,-Lésung pipettiert. 
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Tabelle XLVII. 
50 cem etwa n/100 H,O,-Lésung + 10 ccm einer verdiinnten Ferment- 
lésung (0,8 cem Ferment + 200 ccm destilliertes Wasser). 





Sa Nach 30 Minuten Nach 60 Minuten 
Zeit in }-— * 
Minuten), a4 K . ; : a—2z 


ccm ccm 


0 | a 24,7 -— 24.6 — _ 
10 || 0,0328 13,2 0,0272 83 13,3 6,0267 81 
0 || 0,0290 7,6 | 0,0256 88 7,9 | 0.0247 | 85 
30 || A 0,0267 4,8 0,0237 89 5,1 0,0228 85 
40 || 23 | 00258 | 31 | 00225 | 87 | 32 | 00221 || 87 
87 | 85 

Die geringe Bestiindigkeit der verdiinnten Lésung wird nicht 

nur bei der Verdiinnung mit destilliertem Wasser, sondern auch bei 

der Verdiinnung des Ferments mit neutralem Phosphatgemisch beob- 

achtet. 


Je 0,4cem Ferment wurden mit 100 cem eines m/150, m/30, m/15 
neutralen Phosphatgemisches versetzt, und diese verdiinnten Lésungen 
wurden sofort und nach 30 Minuten Aufenthalt im Eiswasser untersucht. 
Die molare Konzentration des Phosphatgemisches in H,O,-Lésung betrug 
immer */,59 mol. 


Tabelle XLVIII. 





50 cem etwa n/100 H,O,-Lésung + 10 ccm verdiinnter Katalaselésung. 


Sofort untersucht , Nach 30 Minuten 
Zeit in . cn rape nme K 
Minuten a-2z K az K’ K 

com com } % 
Mit m/150 neutralem Phosphatgemisch verdiinnt. 
24,3 — 24,3 _ 
11,9 0,0310 13,3 0,0262 85 
6,7 0,0280 7,9 0,0244 87 
4,2 0,0254 4,9 0,0232 91 
2,6 0,0243 3,3 0,0217 89 


88 


Mit m/30 neutralem Phosphatgemisch verdiinnt. 
24,4 = 24,4 _- 
12,7 0,0284 13,6 0,0254 89 
7,5 | 0,0256 8,8 0,0222 87 

| 4,9 0,0232 5,9 0,0206 
| 3,0 0,0228 3,6 0,0208 ; 9 


Mit m/15 neutralem Phosphatgemisch verdiinnt. 
244 =| os 24,4 _ 
12,8 0,0280 14,4 0,0229 

7,7 0,0251 | 8,9 0,0219 

4,8 0,0235 5,9 0,0206 

3,1 0,0224 i 4,2 0,0191 
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4. Der Einflu8 der Aminosiuren und des Harnstoffs auf die verdiinntey 
Katalaselésungen. 

Wie aus dem vorigen Abschnitt ersichtlich ist, ist die verdiinnte 
Katalaselésung wenig bestindig, obwohl durch Pufferzusatz die neutrale 
Reaktion sichergestellt wurde. Ich habe nunmehr untersucht, ob 
Aminosiuren und Harnstoff irgend einen Einflu®B auf die Labiliti; 
der verdiinnten Katalaselésungen ausiiben. Die benutzte Katalase. 
lésung enthielt sehr wenig Stickstoff, und zwar 100ccem dieser Losung 
enthielten weniger als 10mg N. Also sind diese Katalaselésungey 
geeignet, um den Einflu8 der N-haltigen Substanzen zu priifen. js 
Aminosauren wurden hier Glykokoll (Glykokoll ,,Kahlbawm‘) und 
w-Alanin (#-Alanin ,,Kahlbaum) angewandt. Als Harnstoff wurde 
Harnstoff ,,Kahlbaum“ benutzt. 

























Versuch 1. 

2,0 g Glykokoll wurde in 400 cem m/150 Phosphatgemisch gelist 
(Glykokollésung). 0,8ccem Ferment wurde mit 200cem Glykokoll- 
lésung versetzt (Katalase-Glykokollésung). Als Kontrolle wurden 
0,8ccm Ferment mit m/150 Phosphatgemisch versetzt (Katalase. 
Phosphatlésung). Die beiden verdiinnten Katalaselésungen wurden 
sofort und nach etwa 24 stiindigem Aufbewahren im Eisschrank unter- 
sucht. Die Wasserstoffionenkonzentration war bei beiden fast gleich, 
und zwar betrug pq = etwa 7,0. 















Tabelle XLIX. 

















Sofort untersucht | “Nach 24 Stunden on 
Zeit in —— re -- —— 
Minuten R? | 


ccm Of 


| 

| | 

| a—a | EK | a—z | 
aM ccm i 


In Glykokoll aufbewahrt. 25ccm etwa n/50 H,O,-Lésung + 10cem m/150 
Phosphatgemisch + 10 ccm Katalaseglykokollésung. 















q + we _ | 23,1 a 

10 |] 10,0 00378 | 148 0,0193 51 
2 | 5,0 00340 436] ~=«(108~—C 00165 | 49 
30. aes 0,0316 ree 00145 | 46 
40 ii in] 00281 =| 64 | 0,0139 50 
1} 49 





In Phosphatgemisch aufbewahrt (Kontroile). 25 ccm etwa n/50 H,0.,- 
Lésung + 10cem Glykokollésung + 10 cem Katalasephosphatlésung. 













o | 29 se et oe _ _ 

10 | 9,7 | 00392 «| 123 | 00274 | 70 

20 | 47 | 00353 | 72 | 90253 | 72 

30. | 2.7 00316 «6©|| «64506 | «= (00287. |: 75 

0 | ee ass ee ee ee ee eee 
1 


73 
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Versuch 2. 
Der Einflu8 des «-Alanins. 


2,0g a-Alanin wurden in 400 ccm m/150 Phosphatgemisch geldst 
(a-Alaninlésung). Je 0,8ccm Ferment wurden mit 200 cem «-Alanin- 
lésung (Katalase-«-Alaninlésung) und mit 200cem m/150 Phosphat- 
gemisch (Katalasephosphatlésung) versetzt. Die beiden Lésungen 
wurden sofort und nach etwa 24stiindigem Aufbewahren im Eisschrank 
untersucht. Die Wasserstoffionenkonzentration betrug bei beiden 
pu = etwa 7,0. 


Tabelle L. 





Sofort untersucht Nach 24 Stunden K’ 


K 


Zeit in a 
Minuten | a-—2z | EK az K? 
| com 1, 


In «-Alanin aufbewahrt. 25 ccm etwa n/50 H,O,-Lésung + 10 cem m/150 
Phosphatgemisch + 10 ccm Katalase-«-Alaninlésung. 
o | ae — | st 
10 i 10,5 0,0372 q 0,0223 
20 | 5,0 0,0347 0,0196 
0 2.6 0,0326 , 0,0170 
40 | 1,4 00312 | | 0,0171 





In Phosphatgemisch aufbewahrt (Kontrolle). 25 ccm etwa n/50 H,O,- 
Lésung + 10 ccm «-Alaninlésung + 10 ccm Katalasephosphatlésung. 
) 24,7 —_ 24,2 | — — 
10,5 0,0372 13,6 | 0,0250 67 
i ; 0,0338 8,2 0,0235 70 
| 2,7 0,0321 3,8 0,0207 64 
0,0304 3,7 0,0204 67 


67 


Wie aus den Tabellen ersichtlich ist, iiben Glykokoll und «-Alanin 
keine Schutzwirkung auf die verdiinnte Katalaselésung aus, sondern 
wirken etwas schadigend ein. 


Versuch 3. 
Der Einflu8B des Harnstoffs. 


4,0 g Harnstoff wurden in 400ccm m/150 neutralem Phosphat- 
gemisch gelést (Harnstofflésung). Je 0,8ccm Ferment wurden mit 
200 cem Harnstofflésung (Katalase-Harnstofflésung) und mit 200 ccm 
m/150 Phosphatgemisch (Katalase-Phosphatlésung) versetzt, und die 
Lésungen wurden sofort und nach etwa 24stiindigem Aufbewahren 
im Kisschrank untersucht. Die Wasserstoffionenkonzentration war 
bei beiden py = etwa 7,0. 
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Tabelle LI. 





‘Sofort untersucht = | Nach 24 Stunden — 


Zeit in —— 
i | a-—-z - @u—4 
Minuten | K * | rh 
1 } 

ccm ccm | 


In Harnstoff aufbewahrt. 25 cem etwa n/50 H,O,-Lésung + 10 cem m/150 


Phosphatgemisch + 10 cem Katalaseharnstofflésung. 
0 23,2 a 22,6 | — 
10 9,8 0,0374 | 11,6 0,0290 78 
20 48 0,0342 6,5 79 
30 2,5 0,0323 | 4,0 1 78 
40 1, 0,0305 2,5 78 





78 
In Phosphatgemisch aufbewahrt (Kontrolle). 25cem etwa n/50 H,0,. 
Lésung + 10 ccm Harnstofflésung + 10 cem Katalasephosphatlésung. 


eS Wigs i | 226 _ 
10 94 | 00892 | 117 0,0286 
20 46 | 00351 
30 23 0,0335 

40. | 13 | ~— 0,0313 


69 | 0,0258 
3 0,0251 
ae f° Gen 


Wie ersichtlich ist, verhalt sich Harnstoff fast gleich wie Phosphat- 
gemisch allein, er schadigt nicht, sondern scheint sogar eine allerdings 
nur geringe Schutzwirkung auszuiiben. Hier wurde Harnstoff als 
eine lproz. Lésung angewandt. Bei 0,5°% Lésung wurden ebenfalls 
fast gleiche Resultate gewonnen. 

AuBerdem habe ich das Ferment in Gummi arabicum — Gummi 
arabicum (1 gepulvert) Kahlbaum — einen Tag aufbewahrt und dessen 
Schutzwirkung untersucht, aber die Resultate waren negativ, vielmehr 
schadigend beeinflussend. 


Zusammenfassung. 

Die wichtigsten Ergebnisse meiner Versuche lassen sich in folgender 
Weise zusammenfassen : 

Zur Reinigung der Blutkatalase ist das Chloroform als ein geeignetes 
Mittel zu bewerten. Wie in Abschnitt I ausfiihrlich beschrieben wurde, 
behalten die durch Chloroform gereinigten Lésungen unter den ge- 
eigneten Bedingungen etwa 70% bei einem Pulver, etwa 80% bei 
einem anderen Pulver und etwa 80% urspriinglicher Wirksamkeit 
bei frischen Blutkérperchen. Die absolute Wirksamkeit der gereinigten 
Lésungen ist verschieden und abhangig von der Wirksamkeit der Aus- 
gangslésungen. Der Trockenriickstand und der Stickstoffgehalt der 
gereinigten Liésungen sind bedeutend geringer im Vergleich zu den 
Ausgangslésungen. Besonders die Verminderung des Stickstoffs ist 
auffallend, und zwar enthalten die gereinigten Lésungen nur etwa 
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2°, N der Ausgangslésungen. Die gereinigten Lésungen sind klar 
und zeigen einen schwach gelben Ton. Die gereinigten Lésungen sind 
wochenlang haltbar, wenn man dieselben mit einigen Tropfen Chloroform 
versetzt und im Eisschrank sorgfiltig aufbewahrt. Die Bedingungen 
der Anwendung der Chloroformmethode wurden genau in den betreffen- 
den Abschnitten beschrieben. Nur ein Punkt ist hier nochmals hervor- 
zuheben: Um gute Resultate zu erhalten, ist es notwendig, eine passende 
Schiittelungszeit zu wahlen. Denn die Katalase bleibt unabhangig 
von der Hamoglobinfallung anfangs in der Lésung zuriick, geht aber 
schlieBlich in den Niederschlag iiber. Folglich kann durch langere 
Schiittelung eine stickstoffirmere Lésung erhalten werden. Jedoch 
mu man bei zu langer Schiittelung mit weiteren Verminderungen der 
Wirksamkeit rechnen. Als Ausgangsmaterial sind die frischen 
Blutkérperchen vorzuziehen. Blutpulver ist zwar monatelang haltbar 
und immer gleich brauchbar, aber an absoluter Wirksamkeit stehen 
diese Pulver dem frischen Blut nach, weil sie beim Trocknen und 
besonders in meinem Fall bei der Dialyse einen gewissen Teil der 
Wirksamkeit schon vorher verlieren. Tatsichlich sind die aus frischen 
Blutkérperchen gereinigten Lésungen viel wirksamer im Vergleich 
zu ihrem Stickstoffgehalt als diejenigen aus Pulver gereinigten. Bei 
Benutzung von frischen Blutkérperchen ist es zweckmibBig, dieselben 
von der Waschfliissigkeit méglichst zu befreien und als 10proz. in 
destilliertem Wasser zu hamolysieren. Was die Menge des Chloroforms 
angeht, so geniigt 1/; Teil der Ausgangslésung. Die durch Chloroform 
gereinigten Lésungen sind zwar sehr arm an Stickstoff und zeigen 
gleichzeitig eine starke Wirksamkeit, aber diese Lésungen sind natiir- 
lich noch nicht als endgiiltig gereinigte Katalase zu betrachten, weil 
die Substanzen, die durch Chloroform nicht angegriffen werden kénnen, 
in den Lésungen zurickbleiben. 

Zur weiteren Reinigung sind die Adsorption mit dreibasischem 
Calciumphosphat und das Eluieren mit verdiinntem zweibasischen 
Natriumphosphat mit Erfolg anzuwenden. Die Handhabung derselben 
wird im Abschnitt III beschrieben. Also durch die Adsorption und das 
Eluieren kénnen die durch Chloroform gereinigten Lésungen weiter von 
dem beigemengten Stickstoff befreit werden, bei gleichzeitiger Bei- 
behaltung der verhiltnismabig starken Wirksamkeit. In bezug auf die 
Entfernung der beigemengten Salze habe ich leider genaue Nach- 
forschungen unterlassen. Ich kann hier nur sagen, da das Kochsalz 
mit Hilfe der Adsorptionsmethode entfernt werden kann. 

Die zur Adsorption nétigen Mengen des (PO,),Ca, sind bei den 
verschiedenen durch Chloroform gereinigten Lésungen nicht immer 
gleich. Es ist daher zweckmaBig, im Vorversuche die brauchbarsten 
Mengen zu bestimmen und die kleinste davon zu benutzen. Das als 
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Eluens angewendete zweibasische Natriumphosphat wird als m/150 
Lésung benutzt, und die Menge derselben ist gleich der urspriinglich 
durch Chloroform gereinigten Lésung. Die Dauer der eluierenden 
Behandlung betragt 15 Minuten. Damit wird die Katalase unter den 
oben beschriebenen Bedingungen zum groBen Teil in die Lésung iiber. 
gefiihrt. Die in solcher Weise erhaltenen Elutionen sehen wasserk|ar 
aus und bleiben wochenlang in solchem Zustande, ohne dabei eine 
merkbare Abschwichung der Wirksamkeit zu zeigen, wenn sie mit 
einbasischem Kaliumphosphat genau neutralisiert, mit einigen Tropfen 
Chloroform versetzt und im Eisschrank aufbewahrt werden. 

Die gereinigten Lésungen zeigen, wie es aus den Versuchen im 
Abschnitt III deutlich hervorgeht, noch einen sehr geringen Stickstoff- 
gehalt und weisen eine sehr schwache, aber noch merkbare Triibung 
mit Sulfosalicylsiure auf. Aber ich glaube mindestens auf Grund 
meiner Versuche das schwere Problem der Entfernung des begleitenden 
EiweifBes bei gleichzeitiger Beibehaltung der starken Fermentwirkung 
bis zu einem gewissen Grade gelést zu haben. 

Die Frage, ob die Katalase selbst eine eiweiBihnliche Substanz ist, 
ist noch nicht entschieden. Waentig und Steche1) haben die eiweib- 
ahnliche Natur der Katalase betont. Meine Erfahrungen machen es 
allerdings wahrscheinlich, daB man mit fortschreitender Reinigung zu 
einem ganz eiweiBfreien Priparat gelangen wird. Diese Auffassung, zu 
der meine Beobachtungen dringen, ist auch im Einklang mit den Be. 
funden, die Willstdtter bei anderen Enzymen erhalten hat. Diese neuere 
Entwicklung rechtfertigt die seit Jahrzehnten von Jacoby vertretene 
Ansicht, daB kein Beweis der EiweiBreaktion der Enzyme vorhanden 
ist. Zu dieser Anschauung gelangte er bereits, als er 1900 die Aldehydase 
der Leber?) in wirksamer Form isolierte, ohne daB noch EiweiBreaktionen 
im Priparat nachweisbar waren. Sein Resultat wurde auch bereits 
unter Anwendung von Adsorptionsmethoden gewonnen, wenn auch 
natiirlich damals die Methode noch primitiver war. 

In bezug auf das Adsorptionsverfahren mit frisch gefalltem drei- 
basischem Calciumphosphat ist Genaueres in Abschnitt II angefiihrt 
worden. Die Beobachtungen wurden hauptsichlich bei einem Pulver, 
welches aus Pferdeblutkérperchen herstammt, gemacht. Die Ergebnisse 
lassen sich in folgender Weise zusammenfassen : 

Die Katalase wird gemeinsam mit dem Hamoglobin durch (PO,),Ca, 
aus der Blutlésung adsorbiert, und wenn das Verhiltnis der Blutlésung 
zum (PQ,),Ca, gut gewahlt ist, wird die Katalase bis zu einem ge- 
wissen Grade vom Hamoglobin befreit. Diese giinstigen Verhaltnisse 


1) Waentig und Steche, Zeitschr. f. phys. Chem. 88, 1913. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 1900. 
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Blutkatalase. 1ll 


sind bei Anwendung der aus Pferdeblutpulver hergestellten Lésungen 
deutlich beobachtet worden. 

Die vollstindig adsorbierte Katalase und Hiamoglobin werden 
dem Adsorbens mit Wasser nicht wieder entzogen. 

Fiir die Adsorption geniigt als Kontaktdauer von (PQ,),Cag 
und Blutlésung 10 Minuten. 

Bei 10 Minuten Kontaktdauer zeigen die adsorbierten Katalasen- 
mengen keine merkbaren Unterschiede im Bereiche der Temperatur 
von 2 bis 30°C. 

Das Kochsalz scheint die Adsorption zu erschweren. Zweibasisches 
Natriumphosphat zeigt eine deutliche Hemmung der Adsorption. 

Die adsorbierte Katalase gemeinsam mit Hamoglobin kann am 
besten durch verdiinnte zweibasische Natriumphosphatlésung wieder 
frei gemacht werden. Wenn die Katalase bei der Adsorption bis zu 
einem gewissen Grade vom Héamoglobin befreit wird, so gelingt es 
hier deutlich, eine hamoglobinirmere Fermentlésung zu erhalten. 

Die Eluierung wird etwas erschwert durch Verlaingerung der 
Kontaktdauer und durch Vermehrung der (PO,),Ca,-Menge. 

Die adsorbierte Katalase, von der Mutterlauge befreit, mit Wasser 
gewaschen und in demselben aufbewahrt, scheint weniger bestindig 
zm sein als diejenige, die in Mutterlauge aufbewahrt wird. Die erstere 
zeigt durch Trocknen eine noch erheblichere Abschwaichung der Wirk- 
samkeit. 

Ein kleiner Teil der adsorbierten Katalase bleibt immer im Ad- 
sorbens zuriick, trotz mehrmaliger Eluierung; es scheint schwierig 
mu sein, die adsorbierte Katalase quantitativ zu extrahieren. 

In bezug auf die bei Pulverlésungen beobachtete Tatsache, dab 
die Katalase durch Adsorption vom Hamoglobin bis zu einem ge- 
wissen Grade befreit wird, habe ich bei Lésungen von frischen Kaninchen- 
blutkérperchen leider keine geniigenden Erfahrungen, um einen end- 
giiltigen SchluB zu ziehen. Doch scheint es mir, daB solche Resultate, 
wie bei Pulverlésung, hier nicht deutlich zum Vorschein kommen. 

Die praktische Handhabung der Adsorption scheint nicht so 
einfach zu sein. Das Adsorbens 1aBt sich immer in gleicher Weise her- 
stellen, ebenso die Arbeitsbedingungen. Die Hauptschwierigkeiten 
gehen aus den Fermentliésungen hervor. Als ein schwieriges Moment 
muB die Verschiedenheit des kolloidalen Zustandes der verschiedenen 
Fermentlésungen und die Verschiedenheit der Beimengungen ange- 
sehen werden. Als Beispiel dient uns die Tatsache, daB von dem zu 
Adsorptionszwecken benutzten (PO,),Ca, bei gereinigten Lésungen 
viel kleinere Mengen geniigen, als bei unreinen Lésungen (s. Ab- 
schnitt ITI). Daraus geht hervor, daB die Beimengungen die Adsorption 
beeinflussen. Auf jeden Fall scheint es unméglich, zurzeit eine end- 
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giiltige Darstellung der optimalen Adsorptionsbedingungen zu brir vey 
Das wird nur dann modglich sein, wenn Fermente rein von allen bj. 
gemengten organischen und anorganischen Substanzen erhalten worden 
sind. 

Die als Adsorbens benutzte (PO,),Ca,-Suspension habe ich ge. 
wohnlich alle drei Wochen neu hergestellt, aber die Adsorptionsfiihig. 
keit ist auch noch in etwa fiinf Wochen nicht merkbar verandert. [as 
fertig kaufliche (PO,),Ca, (reines Kahlbauwm-Praparat) war auch 
brauchbar, jedoch habe ich mit diesem Praparat nur wenig Erfahrungen. 
Im allgemeinen macht die Herstellung des frischen (PO,),Cag keine 
Schwierigkeiten. 

Im letzten Abschnitt habe ich einige Eigenschaften der gereinigten 
Lésung untersucht und dabei folgende Ergebnisse erhalten. 

Die gereinigte Katalase verliert etwa 20% ihrer Wirksamkeit 
nach Erwarmung wahrend 30 Minuten bei etwa 45°C, zum grébten 
Teil bei etwa 55°C und fast vollstaindig bei 65°C. 

Die Katalase ist im verdiinnten Zustande wenig bestindig, sowic 
bei Verdiinnung mit destilliertem Wasser und auch mit neutralem 
Phosphatgemisch. Glykokoll und «-Alanin iiben keinen schiitzenden 
Einflu8 gegeniiber der Unbestindigkeit der verdiinnten Katalase aus, 
sondern wirken schidigend. Harnstoff verhilt sich wie Phosphat- 
gemisch allein und scheint sogar eine geringe Schutzwirkung auszuiiben. 
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Isolierungsversuche mit Soja-Agglutinin und ‘Antiagglutinin. 


Von 
Kyoyetsuro Fujiwara aus Niigata (Japan). 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Juni 1923.) 


Die ersten Untersuchungen tiber die Wirkungen von Sojaextrakten 
auf den tierischen Organismus und iiber das Schicksal der Sojaurease 
im tierischen Organismus wurden im hiesigen Laboratorium von 
Margarete Falk*) ausgefiihrt. Spiater haben dann Carnot, Gérard und 
Moissonier?) diese Frage weiterbearbeitet. Bei Untersuchungen iiber 
den Einflu8 der Sojaurease auf den Organismus beobachtete dann 
Alfred Lublin*), daB Sojapraparate schon in sehr starken Verdiinnungen 
rote Blutkérperchen agglutinieren. Auf Veranlassung von Herrn Prof. 
Jacoby habe ich diese Eigenschaft der Sojapraparate dazu benutzt, 
um die wirksamen Bestandteile etwas weiter zu isolieren. 

Wenn man auch vorliufig noch nicht weiB, ob und inwieweit 
die Urease dem Agglutinin der Soja nahesteht, so war es doch von 
Interesse, dem leicht zu studierenden Agglutinationsphinomen nach- 
zugehen. Das war um so wiinschenswerter, als das hiesige Institut 
im AnschluB an die weit zuriickliegenden Untersuchungen von 
M. Jacoby schon lange mit der Ausarbeitung von Isolierungsmethoden 
fiir Toxine und iiberhaupt von Antigenen, aber auch von Antitoxinen 
beschaftigt ist. 

Als Ausgangsmaterial wurde ein Praparat gewahlit, welches bereits 
eine teilweise Reinigung hinter sich hatte. Die Sojabohnen waren so, wie 
Jacoby und Sugga es beschrieben hatten, in einer Kaffeemiihle zermahlen 
und im Mérser zerrieben worden. Das so gewonnene Mehl war gehorig 


mit Petrolather entfettet worden. Das Pulver wurde dann direkt zu den 
Versuchen verwandt, ohne den weiteren Isolierungsma8nahmen nach 


1) Diese Zeitschr. 59, 1914. 
2) Ann. de I|’Inst. Pasteur 35, 1—42, 1921, Nr. 1. 
8) Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 92, H. 4—6, 1922. 


Biochemische Zeitschrift Band 140. 
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Jacoby und Sugga unterworfen zu werden. Daher war unser Ausganvs. 
material auch nur unvollkommen in Wasser léslich. 


ee ee 


Fiir meine Versuche brachte ich immer 0,5 g in 100 ccm 0,85 proz. 
Kochsalzlésung. Da sich diese Menge nicht ganz léste, wurde immer nav}; 
30 Minuten filtriert und das Filtrat zu den weiteren Versuchen verwand}. 
Durch besondere Versuche wurde sichergestellt, daB dabei alles Agglutinin 
in Lésung geht. Wenigstens war es nicht méglich, aus dem Riickstand 
durch weiteres Auswaschen mit Kochsalzlésung noch mehr Agglutinin 
zu extrahieren. Wieviel Agglutinin an Gewicht in der Lésung ist, wurde nicht 
bestimmt, sondern nur auf die Wirksamkeit Riicksicht genommen. _ |)ic 
angegebenen Zahlen haben jedoch vollgiiltigen Vergleichswert. Der wirkliche 
Agglutiningehalt der Lésungen ist natiirlich wesentlich geringer. 
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Agglutination der roten Blutkérperchen durch die Sojaextrakte. 


Als zu agglutinierende Blutkérperchen wurden immer dreimal 
gewaschene 5proz. Kaninchenblutkérperchen benutzt, die Agglu- 
tination wurde in folgender Weise gepriift. Es wurden eine Reihe 
Verdiinnungen der zu priifenden Lésung so hergestellt, daB der Inhalt 
jedes folgenden Glaschens immer doppelt so verdiinnt war wie der des 
vorhergehenden Glaschens. Im ersten Glase ist also 1 cem Sojaextrakt 
von 0,5%, im zweiten von 0,25%, im dritten von 0,125 %, im vierten 
von 0,0625%, im fiinften von 0,0312°%, im sechsten von 0,0156°,, 
im siebenten von 0,0078 9/5, imachten von 0,0039 %. Aus jedem Glischen 
werden je 2 Tropfen auf eine Reihe von Uhrschilchen gebracht. Dazu 
fiigt man 2 Tropfen der 5proz. Blutkérperchenaufschwemmung aus 
Kaninchenblut und mischt durch. Nach einer Stunde wird das Resultat 
abgelesen. 

















R6hbrchennummer 1 eae 3 4 | Sos eae 


%)-Gehalt von Soja 


05 0,25 | 0,125 | 0,0625 | 0,0312  0,0156 





1, Versuch He a re a ee ee 
ae +4+4+/444) 44+ /44+/44+/44+] $ | - 
i» +4+4+/++4/t+4+4/ ++] 44+) + | — | - 
Ss +++/4++4+)/+4+]4++] + 5 +) 4) - 
xX 4 ++4)+4+4/+4+4/44+4] 44+) + | + | - 


+++ bedeutet sehr starke Agglutinatoin, ++ starke, + miBige, 
— keine Agglutination. 





Wie aus der Tabelle, die fiinf zu verschiedenen Zeiten angefiihrte 
Versuche zusammenfaBt, zu ersehen ist, bewirkt Sojaextrakt schon 
in sehr starker Verdiinnung (0,0156 bis 0,0078%), d. h. in 6400 bis 
12800facher Verdiinnung noch deutliche Agglutination der Kaninchen- 
blutk6érperchen. 
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Soja-Agglutinin und Antiagglutinin. 


Adsorptionsversuche. 


Uber die Adsorption von Toxinen, anderen Antigenen und Anti- 
kérpern ist noch nicht viel gearbeitet worden'). Nur auf dem Gebiete 
der Fermente liegen zahlreiche und wertvolle Angaben iiber Adsorptions- 
versuche, namentlich die umfangreichen Untersuchungen Wiéillstdtters 
vor. Um die Adsorbierbarkeit des Sojaagglutinins zu priifen, habe ich 
als Adsorptionsmittel Kaolin, Aluminiumhydroxyd (halogen- und 
schwefelfrei, Kahlbawm) und frisch bereitetes, dreibasisches Calcium- 
phosphat benatzt. Immer wurden 20 ccm 0,5 proz. filtrierter Sojaextrakt 
in physiologischer Kochsalzlésung mit einer bestimmten Menge des 
Adsorptionsmittels zusammen in ein Zentrifugenglas gebracht. Die 
Glaser wurden gut durchgemischt und die Gemische nach 30 Minuten 
zentrifugiert. Die véllig klare Fliissigkeit wurde abpipettiert und auf 
ihre agglutinierende Kraft gepriift. 


Kaolin. 





R6éhrchennummer 1 


I. 
1. (10,0 com Extrakt + 2,0g Kaolin) | — | — — |—| 
2.(10,0 , » +15 , 


| 


\ 
} 

3.(10,0 , a 2 i) re Bots a wail 
) 


4. (10,0 ” ” + 0,5g ” +++ +++ ++ 3 i + 
Kontrolle (nur Extrakt) . . . . |+++/+++/++4+/+4/++ 


K. 
1. (10,0 cem Extrakt + 2,0g Kaolin) |) — 
2.(100 PG eae nee A Mico 
3.(10,0  , e tee: .° yl 
4.(10,0 , . +05g , ) | 
Kontrolle (Sojaextrakt) .... 


La tlt ++) +) 4+) 4+ |4\- 
Met+l+++) ++ |+4+l+4+i+4/4l— 


10cem Extrakt werden also durch 1,5g Kaolin vollkommen 
adsorbiert, durch 1,0g fast vollkommen, durch 0,5g Kaolin wird 
der Extrakt kaum adsorbiert. 


1) Edgard Zunz, Recherches sur l’adsorption des toxines, des lysines 
et de leurs anticorps par l’acide silicique. — Zeitschr. f. Immunititsf. u. 
exper. Therap. 19, 326, 1913, H. 3. Dort Hinweise auf L. Jaqué und E. Zunz, 
Arch. internat. de Physiol. 8, 227—270, 1909; Bull. de l’Acad. roy. de Med. 
de Belgique 4. Série, 24, 691—718, 1910. Ferner Rakusin, Uber das Ver- 
halten der Proteine, Fermente, Toxine und Sera gegen Adsorption mittels 
Aluminiumhydroxyd; Zeitschr. f. Immunititsf. u. exper. Therap. 34, H. 3, 
1922. 

g* 








i 
3 














116 K. Fujiwara: 





Aluminiumhydroxyd. 
Anordnung ganz wie bei den Kaolinversuchen. 
Rohrchennummer 1 | 2 3 4 | 5°} 6 7 8 
i | 
I. 


—— 


. (10 com Extrakt + 20g 
Aluminiumhydroxyd) . . — — — |}—}j—]—/- 
2. (10 com Extrakt + 15g 
Aluminiumhydroxyd) . . “fe — —  —-}—-i- — 
3. (10 cem Extrakt + 10¢ 
+ 


Aluminiumhydroxyd) .. | ++/+4+/) 4 /4/+4+/—'~— 
. (10 com Extrakt + 0,5 g 
Aluminiumhydroxyd) .. |+++j/+++/4+4+/+/4+/—/;— ) -— 
Kontrolle (Sojaextrakt) . . +4++4++4+4++4+4++4+444+ 4+ - 
II. 
1. (10 com Extrakt + 2,0 ¢ | 
Aluminiumhydroxyd) ..  — —- | - -—-/-|-|- 
2. (10 com Extrakt + 1,52 
Aluminiumhydroxyd) . . + +/+ i)—j/—-/]— 
3. (10 cem Extrakt + 1,0 ¢g | 
Aluminiumhydroxyd) .. +++ +++) 4+ 4+4+)/4+/)4 - 
4. (10 com Extrakt + 0,5 g 
Aluminiumhydroxyd) .. ++++++4+ 4++4+ 44 + ee] + 
Kontrolle (Sojaextrakt) .. ++4/+++4/) ++ 4+4/4+/4/ 4 


2g Aluminiumhydroxyd adsorbiert also 10cem  Sojaextrakt 
vollstandig, 1,5 g aber bereits unvollkommen, kleinere Mengen sind 
kaum oder gar nicht wirksam. 


Calciumphosphat. 

Zur Herstellung des Calciumphosphats wurden 6,58 g Calciumchlorid 
und 7,6 g dreibasisches Natriumphosphat in je 100 com Wasser gelist. Der 
beim Mischen der Lésungen entstehende reichliche, weiBe Niederschlag 
wird bis zum Verschwinden der Chlorreaktion mit Wasser gewaschen und 
dann in 150 ccm physiologischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt. 





R6brchennummer 1 | 2 ce aa | $ 16/71/18 
I. 
1, 10ccm Extr. + 3,0cemCa,(PO,), —j|}—-—-/]-— Seas Sa Rees a 
2.10 , » +20 , Ca,(PO).) + | + | — | — |-—|--- 
310 , » +10 , Ca,(PO,). +++) ++/4+4+)/ + | + /+4+- 
4.10 » +05 , pee POU | Pee et ee tt i tiT 
Kontrolle (Sojaextrakt) . . . ./+++++4/++++4++/++/4+ 
Il. 
1, 10ccm Extr. + 3,0cemCa,(PO,), | — _ — | -—- j—-|-|- 
> ei gan » +20 , Ca,(PO,), | + + os Ahm PS hl—|— 
3.10 , 5 +10 , Ca(PO)s +++) ++) ++] + | + [+4 
4.10 , + 0,5 Gas(POds [+++ ++/++] + |+/44+- 
Kontrolle (Sojaextrakt) . . . -|+4+++++/++4+/4+4+4/++++— 


3cem Calciumphosphataufschwemmung adsorbieren also 10 cem 
Extrakt vollkommen, 2ccem unvollkommen, kleinere Mengen kaum 
oder gar nicht. 
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Alle drei Adsorptionsmittel kénnen also das Sojaagglutinin aus 
der Lésung entfernen. Jedoch ist die Wirkung immer von einer ge- 
nigenden Menge des Adsorbens abhingig. Fiir die gleiche Agglutinin- 
menge sind 1,5g Kaolin, 2,0g Aluminiumhydroxyd oder 3ccm der 
Aufschwemmung von Calciumphosphat notwendig. 


Elutionsversuche. 


Um zu priifen, ob das adsorbierte Agglutinin aus den Nieder- 
schligen eluiert werden kann, wurden immer je 20ccm Extrakt mit 
den Adsorbentien (Kaolin, Aluminiumhydroxyd, Calciumphosphat) 
gemischt. Nach hinreichender Einwirkung wird die Fliissigkeit ab- 
gegossen und der Bodensatz zunachst einmal mit physiologischer 
Kochsalzlésung gewaschen. Dann wird zu dem Riickstand Kochsalz- 
lésung bis zum urspriinglichen Volumen zugefiigt und das Gemisch 
durchgeschiittelt. Diese Mischung wird nun auf zwei Zentrifugenglaser 
verteilt und nach der Markierung der oberen Fliissigkeitsgrenze zentri- 
fugiert. Nach dem Abgu8B der Waschfliissigkeit wird das eine Glas 
mit dem Extraktionsmittel bis zur Marke aufgefiillt, die Kontrolle 
mit Kochsalzlésung. Man mischt, laBt die Glaser iiber Nacht im Eis- 
schrank und zentrifugiert wiederum. Nachdem man die Fliissigkeiten 
neutralisiert hat, priift man ihre Agglutinationswirkung. 


Elutionsversuche mit Ammoniak. 
Als Elutionsmittel diente n/200 Ammoniak. Die Verdiinnung war 
mit physiologischer Kochsalzlésung hergestellt. Neutralisiert wurde mit 
n/10 Salzsaure. 








I. 
0,5°/, Sojaextrakt ...... ttt [+++ ++ |+4+|/44+/+4/4+\- 
§| 1. (10,0com Extr. : 2,0gKaolin) | — | — | — | —|—|—|+\- 
f2(100 , , :log , | mies Soke ean ee an Wee aii oe 
Seen See) eee Goer, see pj 
4.(100 , , :O5g , )it++4+44+,44+/)4+ > 4+/)4+ /-- 
eS ne ee ee ee 
ae 2. |, — — ako cen ete Pe bee 
mit 599 NHs 3. 4 4 + Pe oe ee 
§ 4) +) +) + |4t)-|-ie 
a "SS Car Rts LEO ae eanay RAO BRR “ORE ae 
Se peeing Fereman cee, Rely thee cotey Sie a 
mit NaCl “eee es ee Bak ie 9 
aj) +} +)/—t-|-|-F- 
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Durch n/200 Ammoniak wird also das Agglutinin eluiert, aber 

nicht sehr erheblich. Fir 10cem eines 0,5proz. Sojaextraktes laBt 

sich das Agglutinin am besten eluieren nach Behandlung mit 1,0 oder 

0,5 g Kaolin, 0,5 g Aluminiumhydroxyd oder 2,0 cem Calciumphosphat. 

Aus dem Kaolinadsorbat wird das Agglutinin aber auch durch Koch- 
salzlésung eluiert. 


Elutionsversuche mit sekundirem Natriumphosphat. 

Zur Elution wurde m/150 Na,HPO, benutzt. Die Verdiinnung 
wurde aus m/15 Loésung durch physiologische Kochsalzlésung bereitet. 
Vor der Agglutinationspriifung wurde mit m/15 KH,PO, neutralisiert. 
(Vgl. Tabelle S. 120.) 

1 g Kaolin ist also fiir 10 cem Sojaextrakt (0,5°%) die Dosis, aus 
welcher sekundires Natriumphosphat am besten das Agglutinin eluieren 
kann. Jedoch wird aus dem Kaolinadsorbat auch durch Kochsalz- 
lésung nicht viel schlechter das Agglutinin eluiert. Fiir Aluminium- 
hydroxyd und Calciumphosphat sind die entsprechenden Dosen 1,0 g 
und 2,0cem. Diese Dosen sind optimale Dosen. Bei diesen Adsor- 
bentien ist Kochsalzlésung ohne eluierende Wirkung. 
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Elutionsversuche mit primirem Kaliumphosphat. 

Zur Elution wurde m/150 KH,PO, benutzt. Die Verdiinniiny 
wurde aus m/15 Lésung durch physiologische Kochsalzlésung bereit 
Vor der Agglutinationspriifung wurde mit m/15 Na, H PO, neutralisicrt. 
(Vgl. Tabelle S. 121.) 

Das primaire Kaliumphosphat ist also erheblich weniger imstanile. 
das Agglutinin zu eluieren als die alkalischen Elutionsmittel. 

Die Elutionsversuche lehren uns also, daS das durch Kaolin. 
Aluminiumhydroxyd oder Calciumphosphat adsorbierte Agglutinin 
durch schwache Alkalien eluiert werden kann, wihrend schwache Sire 
sehr wenig geeignet ist. Aus Kaolin kann das Agglutinin schon durch 
die physiologische Kochsalzlésung allein eluiert werden. Die Elution 
gelingt am besten, wenn man bei der Adsorption tiberschiissiges Ad- 
sorptionsmittel vermieden hat. Eine quantitative Elution gelingt 
auch bisher unter den giinstigsten Bedingungen nicht. Vorlaufig kénnen 
wir auch den Grad der Elution noch nicht quantitativ ausdriicken, 


Coctolabilitét des Sojaagglutinins. 

Ks ist bekannt, daB viele Agglutinine durch Einwirkung héherer 
Temperaturen unwirksam werden. Deshalb habe ich gepriift, wie 
sich die Wirksamkeit von 0,5proz. Sojaextrakt nach dem Aufkochen 
verhailt. Wie aus der Tabelle hervorgeht, wird die Agglutinations- 
wirkung durch die Siedehitze zerstért. 
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Sojaextrakt 1 


I Kontrolle .. . | 4- BY SES Ge ig Sho EA Nae ag ee es eg eee i; +|- 
a Gekocht Sig eo le _ —_ —_};—i—}] — 
11, || Kontrolle .. . }+++/4+++)/4++4+/4+4+/ +/+] 4+ 
* | Gekocht BE ie pu me ima fee | me | - 
wr, | Kontrolle ... +++ +++) +4 44) +/4+/-/- 
" || Gekocht ~ . . — —- ~-— ee gee 


Antisojasera. 
Versuche tiber die Wirksamkeit des Antiserums. 

Fir Antiricin, Antiabrin usw. ist es bekannt, daB die durch die 
Phytoagglutinine bewirkte Agglutination durch immunisatorisch er- 
zeugte Antikérper gehemmt oder verhindert wird. So war es méglich, 
daf man auch durch Injektion der agglutinierenden Sojaextrakte bei 
Tieren hemmende Antisera erhalten kénnte. Deshalb wurden an zwei 
Kaninchen Versuche gemacht, welche diese Vermutung bestitigten. 


Kaninchen Nr. 81, 1900 g, wurde Sojaextrakt siebenmal in steigenden 
Dosen (10 cem 1 proz. Lésung — 20cem 2 proz. Lésung) in Pausen von 
4 bis 9 Tagen subkutan injiziert. 8 Tage nach der letzten Injektion wurde 
das Blut entnommen und das Serum gewonnen. Dieses Serum wurde auf 
seine antiagglutinierende Kraft gepriift. 
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Soja-Agglutinin und Antiagglutinin. 


Zur Priifung auf antiagglutinierende Kraft wurde Sojaextrakt mit 
der zu priifenden Lésung verdiinnt, da mir diese Methode die beste und 
empfindlichste schien. Man nimmt acht Reagenzréhrchen und fiillt je 
0,5cem von fiinffach verdiinntem Antiserum in das zweite bis achte Glas- 
chen. Nun bringt man 0,5 cem Extrakt in Glas 1, dann ebenfalls 0,5 in 
Glas 2. Man mischt den Inhalt von Glas 2 gut durch und iibertriigt 0,5 cem 
der Misechung in Glas 3 und so weiter bis Glas 8. Von jedem Glas bringt 
man zwei Tropfen auf ein Uhrglas, fiigt zwei Tropfen 5 proz. Kaninchen- 
blutkérperchenaufschwemmung hinzu und mischt durch. Nach einer 
Stunde liest man das Resultat ab. 
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Wahrend man also bei Verdiinnung mit Kochsalzlésung noch in 
Probe 7, also bei einer Verdiinnung von 0,0078°% (12800 fach), 
die agglutinierende Wirkung nachweisen kann, ist bei Zusatz von 
Antiserum (20%) die Agglutination nur bis Probe 3, also bis zur Ver- 
dimnung 0,125% (800fach), nachweisbar. Das Antiserum hat also 
erhebliche antiagglutinierende Wirkung. Da aber das 20proz. Anti- 
serum (fiinffach verdiinntes Serum) noch nicht giinzlich die Agglu- 
tinationswirkung von 0,5% Sojaextrakt aufheben kann, mubBten 
Versuche mit konzentrierterem Serum angestellt werden. 
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Bei Anwendung von konzentrierterem Serum ist also die Aji. 
kérperwirkung sehr deutlich erkennbar. 


Kaninchen Nr. 83, 2250g, wurde Sojaextrakt fiinfmal in steigendor 
Dosis (10 cem von 1 proz. Lésung — 20 cem von 2 proz. Lésung) in Zwischen. 
raumen von 5 bis 8 Tagen subkutan .injiziert. 10 Tage nach der letzten 
Injektion wurde das Blut entnommen und das Serum dargestellt. Mit 
diesem Serum wurde wiederum die antiagglutinierende Wirksamkeit ye. 
prift. Es wurde genau so vorgegangen, wie bei dem vorigen Serum. Dic 
Ergebnisse sind aus der folgenden Tabelle zu erkennen. 





Ver: 


suchss Priifungslosung 
reihe 


Sojaextrakt mit 20proz. | 
Antiserum verdiinnt . . +++) ++ + 
Sojaextrakt mit NaCl ver- 
diinnt (Kontrolley) .. . +++ +4++4+,)+++, ++ 
| Sojaextrakt mit 20proz. | 
Antiserum verdiinnt . . +++] +4 + 
Sojaextrakt mit NaCl ver- 
diinnt (Kontrolle) .. . ++4+/+4++/444) +4 
| Sojaextrakt mit 20proz. | 
Antiserum verdiinnt . . +++] ++ + 
* | Sojaextrakt mit NaCl ver- 
diinnt (Kontrolle) .. . +++ 444/444) +4+ 
| Sojaextrakt mit 20proz. | 
| Antiserum verdiinnt . . pl pt | + 
* | Sojaextrakt mit NaCl ver- 
| dint (Kontrolle) .. . +4++44+4/4+4+4) +4 
| Sojaextrakt mit 50proz. 
Antiserum verdiinnt . . aeof 
| Sojaextrakt mit reinem 
‘| Antiserum verdiinnt . . +4 
| Sojaextrakt mit NaCl ver- 
diinnt (Kontrolle) ... +4++4++44+4 
| Sojaextrakt mit 50proz. 
| _ Antiserum verdiinnt . . 44 
| Sojaextrakt mit reinem 
‘|| Antiserum verdiinnt . . set 
Sojaextrakt mit NaCl ver- 
diinnt (Kontrolle) ... +++/+++4+/+++/44+4+44+44 





Die Wirkung dieses Antiserums ist also etwas schwicher als 
die des anderen Serums. Sonst sind aber die Ergebnisse etwa die 
gleichen. 

Es war nunmehr noch zu untersuchen, ob nicht etwa schon das 
Serum normaler, gesunder Kaninchen die Agglutination durch Soja- 
extrakt hemmt. Wie aus der folgenden Tabelle hervorgeht, ist 
das kaum der Fall. Die Hemmungswirkung der vorbehandelten 
Kaninchen gegenii»er Sojaextrakt ist als immunisatorisch entstanden 
anzusehen. 
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Ober die Spezifitat des Antisojaserums. 


Als weitere Aufgabe ergab sich nun, festzustellen, ob das Soja- 
immunserum fiir Soja insofern spezifisch ist, daB es nur dieses und 
nicht auch andere Agglutinine hemmt. Es wurde daher die Wirkung 
des Serums gegeniiber Ricin-Merck (0,2 °%), Phasin-Merck (0,5%) 
und Jack-bean (0,5%) gepriift. Die Extrakte wurden auch hier 
mit 0,85 proz. Kochsalzlésung hergestellt und vor dem Gebrauch 
einmal filtriert. Die Versuchsanordnung ist dieselbe wie in den 
anderen Versuchen. 











Versuche mit Ricin. 
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Versuche mit Ricin. (Fortsetzung.) 
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échoeee. Ricin mit NaCl verdiinnt 
(Kontrolle) | + I 
0,2proz. Ricin mit 20proz. Antiserum ; 
4 (83) verdiinnt . . ah) eb ee ee |—|— shi 
: 0,2 proz. Ricin mit 50 proz. "Antiserum | 
4 WI (83) verdiinnt . . . +}/+|)—|--\-- 
* 0,2proz. Ricin mit reinem Antiserum 
; (83) verdiinnt . . fp fej jij — 
0,2proz. Ricin mit NaCl verdiinnt | 
CROGROMB Sa ei - |+-4 + i —-§ 
Vers |) 
0,2 proz. Ricin mit 20 proz. Antiserum —— 
(83) verdiinnt.. . ++! +)+ -—-—- 
0,2proz. Ricin mit 50 proz. Antiserum 
Iv (83) verdiinnt . . . i++ + )— —-—— 
% * 0,2proz. Ricin mit reinem Antiserum | | | 
(83) verdiinnt . . | f+) —j--i-- I, | 
0,2proz. Ricin mit NaCl verdiinnt | | | 
(ROME 6.6. 6 eA ES 
Versuche mit Jack-bean. | 
Ey 
Priifungslésung 
0,5proz. Jack-bean mit 20proz. Anti- | 
rerum (81) verdiinnt ...... +) —) — jl 
0,5proz. Jack-bean mit 50proz. Anti- | | 
I serum (81) verdiinnt . . ;}—j|—j—|---- 
‘  0,5proz. Jack-bean mit reinem Anti- | | III. 
serum (81) verdiinnt ...... p— ff — 
0,5proz. Jack-bean mit NaCl ver- “| | 
diinnt (Kontrolle)........ /+4/++/4+4+ +++ -- 
0,5proz. Jack-bean mit 20proz. Anti- 
serum (81) verdiinnt . . es i et ee ed 
0,5 proz. Jack-bean mit 50proz. Anti- | | 
II serum (81) verdiinnt ..... | [ep —f— ee IV. 
‘| 0,5proz. Jack-bean mit reinem Anti- | | 
serum (81) verdiinnt .. j}—j|~ —)— |—|—|— 


0,5proz. Jack-bean mit NaCl " ver- | 
dtinnt (Kontrolle). ....... /++i++/+4+/ + [4/-—/-— 
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Versuche mit Jack-bean. (Fortsetzung.) 





Priifungslosung 


0,5proz. Jack-bean mit 20proz. Anti- 
serum (83) verdiinnt ‘ 

0,5proz. Jack-bean mit 50 proz. Anti- 
serum (83) verdiinnt ? . 

0,5proz. Jack-bean mit reinem Anti- 
serum (83) verdiinnt ; 

0,5proz. Jack-bean mit NaCl ver- 
diinnt (Kontrolle) . 

0,5proz. Jack-bean mit 20proz. Anti- 
serum (83) verdiinnt 

0,5proz. Jack-bean mit 50 proz. Anti- 
serum (83) verdiinnt : 

0,5proz. Jack-bean mit reinem Anti- 
serum (83) verdiinnt . , 

0,5proz. Jack-bean mit NaCl ver 
diinnt (Kontrolle). ....... /++/+4/4 


Versuche mit Phasin. 





Priifungslosung 


0,5proz. Phasin mit 20proz. Anti- 
serum (81) verdiinnt Fs cay 
0,5proz. Phasin mit 50proz. Anti- 
serum (81) verdiinnt ...... 
0,5proz. Phasin mit reinem Anti- 
serum (81) verdiinnt . 
0,5proz. Phasin mit NaCl’ verdiinnt 
(Kontrolle) 


0,5proz. Phasin mit 20proz. Anti- 
serum (81) verdiinnt Sctkeiae 

0,5proz. Phasin mit 50proz. Anti- 
serum (81) verdiinnt Brey 
0,5proz. Phasin mit reinem Anti- 
serum (81) verdiinnt. 

0,5proz. Phasin mit NaCl verdiinnt 
(Kontrolle) . 


0,5proz. Phasin mit 20 proz. Anti- 
serum (83) verdtinnt ae 
0,5proz. Phasin mit 50proz. Anti- 
serum (83) verdiinnt eee 
0,5proz. Phasin mit reinem Anti- 
serum (83) verdiinnt 
0,5proz. Phasin mit NaCl verdiinnt 
(Kontrolle) . $ 
0,5proz. Phasin mit 20proz. Anti- 
serum (83) verdiinnt nee eee 
0,5proz. Phasin mit 50proz. Anti- 
serum (83) verdiinnt pooh a 
0,5proz. Phasin mit reinem Anti- 
serum (83) verdiinnt 
0,5proz. Phasin mit NaCl verdiinnt 
(Kontrolie) 
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Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB Ricinagglutinin bis zu (las 
5 (0,0125°% = 8000fache Verdiinnung), das Jack-bean-Agglut nin 
bis zu Glas 7 (0,0078°% = 12800fache Verdiinnung), das Phasin. 
agglutinin bis zu Glas 4 bis 5 (0,0625 bis 0,0312 = 1600- bis 3200 fache 
Verdiinnung) nachweisbar ist. Verdiinnt man nun diese Extrakte 
mit Antisojaserum, so kommt es zu einer sehr erheblichen Abnalhme 
des Agglutinins. Es wirkt dann erst das Ricinagglutinin in Glas 3 
bis 4 (0,05 bis 0,025°% = 2000- bis 4000fache Verdiinnung) beim Zu. 
satz von 20proz. Antiserum, im Glas 3 (0,05°% = 2000fache Ver. 
ee beim Zusatz von 50proz. Antiserum, in Glas 2 bis 3 (0,1 bis 
0,05% = 1000 bis 2000fache Verdiinnung) bei 100proz. Antiserum 
Das Jack-bean-Agglutinin und das Phasinagglutinin wirkt  sogar 
héchstens in Glas 2 beim Verdiinnen mit 20proz. Antiserum, fast 
gar nicht bei stiirkeren Konzentrationen des Antiserums. Man kénnte 
nun aus diesen Versuchen schlieBen wollen, daB das immunisatorisch 
entstandene Soijaantiagglutinin auch gegen die. anderen Agglutinine 
hemmend wirkt, also nicht spezifisch ist. Dieser SchluB wire aber 
verfehlt. Denn die Agglutinine des Ricins, der Jackbohnen und des 
Phasins werden durch normales Serum ebenso stark gehemmt wie durch 
das Antisojaserum. Dagegen wird das Agglutinin der Soja durch 
normales Kaninchenserum fast gar nicht oder gar nicht glhemmt. Die 
antiagglutinierende Wirkung des Antisojaserums gegen Ricin, Jack- 
bohnen und Phasin ist also nicht auf die Wirkung des immunisatorisch 
auftretenden Sojaagglutinins zuriickzufiihren. Diesem Antikérper 
kommt also eine gewisse Spezifitaét zu. 

Die hemmende Wirkung des normalen Kaninchenserums gegen 
Ricin, Jack-bean und Phasin ist aus der sa Tabelle ersichtlich 








Vere | 
suchs- Priifungslésung 2 | 3| 4) 5| 6: 7'8 
reihe | 


| 0,2 proz. Ricin mit 20proz. normalen Serum 
(a) verdiinnt 
0,5proz. Jack-bean mit 20proz. normalen 
| Serum (a) verdiinnt 
|0,5proz. Phasin mit 20prcez. normalen 
Serum (a) verdiinnt 
0,2 proz. Ricin mit 50proz. normalen Serum 
(a) verdiinnt 
r,|9.5proz. Jack-bean mit 50proz. normalen 
Serum (a) verdiinnt 
0,5proz. Ptasin mit 50proz. normalen 
Serum (a) verdiinnt 
0,2 proz. Ricin mit reinem normalen Serum 
(a) verdiinnt 
\0,5proz. Jack-bean mit reinem normalen 
| Serum (a) verdiinnt 
0,5proz. Phasin mit reinem normalen Serum 
(a) verdiinnt 
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Zu | las er 
eer hss Prif 6 
glu nin ‘ ungslésung 


Pha sin- 
004 " 0,2proz. Ricin mit 20proz. normalen Serum 
ae, (a) verdiinnt ... 
Xtrakte 0,5proz. Jack-bean mit 20pror. normalen 
bnahme Serum (a) verdiinnt .. . 
0,5proz. Phasin mit 20 proz. normalen 
Serum (a) verdiinnt . 
‘im Zu. 0,2 proz. Ricin mit 50 proz. normalen Serum 
he Ver. (a) verdiinnt " 
0,5proz. Jack-bean mit 50 prom. normalen 
(0,1 bis ‘| Serum (a) verdiinnt . ; 
iserum 0,5proz. Phasin mit 50proz. normalen 
Serum (a) verdiinnt. ... 
0,2proz. Ricin mit reinem normalen Serum 
n, fast (a) verdiinnt ..... 
kénnte 0,5proz. Jack-bean mit reinem normalen 
Serum: (a) verdiinnt . 3 
| 0,5 proz. Phasin mit reinem normalen Serum 
utinine SOE CU ab ea wae eae ws 


Glas 3 


Sogar 


torisch 


e aber 0,2proz. Ricin mit 20proz. normalen Serum 
nd des (6) verdinnt .. 
0,5proz. Jack-bean mit 20 proz. normalen 
Serum (6) verdiinnt . . . 
durch 0,5proz. Phasin mit 20proz. normalen 
Die Serum (6) verdiinnt . 3 
0,2 proz. Ricin mit 50proz. normalen Serum 
Jack- (6) verdiinnt 
torisch 0,5 proz. Jack-bean mit 50 proz. normalen 
Serum (6) verdiinnt . : 
0,5proz. Phasin mit 50 proz. normalen 
| Serum (b) verdiinnt . 
gegen 0,2 proz. Ricin mit reinem normalen Serum 
htlich (6) verdiinnt ... 
0,5proz. Jack-bean mit reinem normalen 
Serum (6) verdiinnt . 
0,5proz. Phasin mit reinem normalen 
Serum (b) verdiinnt........ 


» durch 


k6érper 


} 


| 0,2 proz. Ricin mit 20proz. normalen Serum 
(6) verdiinnt . 

0,5proz. Jack-bean mit 20 proz. normalen 
Serum (b) verdiinnt . 

0,5proz. Phasin mit 20proz. normalen 
Serum (b) verdiinnt . . . 

0,2 proz. Ricin mit 50proz. normalen Serum 
(6) verdiinnt . 

ty, 9-5proz. Jack-bean mit B0proz. normalen 
: Serum (b) verdiinnt . 

|0,5proz. Phasin mit 50 proz. normalen 
Serum (6) verdiinnt . 

0,2proz. Ricin mit reinem normalen Serum 
(6) verdiinnt 

0,5proz. Jack-bean mit reinem normalen 
Serum (b) verdiinnt . 

0,5proz. Phasin mit reinem normalen 
Serum (6b) verdiinnt . . 
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Adsorptions- 
und Elutionsversuche des 
Antiagglutinins. 

Endlich war noch 
die Frage zu beant. 
worten, ob das Sojaanti. 
agglutinin adsorbierbar 
und eluierbar ist. Bis. 
her konnte ich iiber clie- 
sen Punkt nur einige 
vorlaufige Versuche aus. 
fiihren. Als Adsorp. 
tionsmittel benutzte ich 
frisch hergestelltes drei- 
basisches Calciumphos- 
phat. Es wurde 20proz. 
Antiserum mit = dem 
gleichen Volumen, dem 
anderthalbfachen — und 
dem zweifachen Volu- 
men Calciumphosphat- 
aufschwemmung zusa%n- 
mengebracht, indem in 
je ein Zentrifugenglas 
4 ccm, 3 ccm und 2 cem 
Calciumphosphat hincin- 
gegossen wurde. Durch 
Zentrifugieren entfernt 
man die Flissigkeit, fiigt 
dann je 2ccm 20proz. 
Antiserum hinzu, mischt 
und zentrifugiert nach 
30 Minuten. Die anti- 
agglutinierende Wirkung 
derAbgiisse wurde unter- 
sucht. Es zeigte sich, 
daB sie in den beiden 
ersten Proben fast voll- 
kommen, in der dritten 
Probe nur unvollkom- 
men verschwand, das 
Antiagglutinin also wo!) 
adsorbiert ist. Fiir dic 





















eigen th 
Menge 
wurde 





josung 
Nacht ! 
phosph 
physiol 
qur Ne 
Result 
D 
tiniere! 
Sojaex 
yon O, 
bemer] 
einer \ 
diinnu 
sekunt 





: 
hydro 
tions 

2 
(Amm 
wird | 

3 
wird | 
des A 

4 
Siede 
E 
Kani 
Diese 
{ 







und 
geger 






Alun 
Seru: 


unve 





Dr. . 
Weis 











S- 
uche deg 
tins, 
ar noch 
beant. 
Ojaanti- 
rbierbar 
t. Bis. 
ber die. 
einige 
the aus. 
Adsorp. 


tzte ich 
es drei. 
mphos- 
20 proz. 
dem 
n, dem 
und 
Volu- 
sphat- 
Zusan- 
lem in 
englas 
2 cem 
1inein- 
Durch 
tfernt 
t, fiigt 
)proz, 
nischt 
nach 
anti- 
rkung 
inter- 
sich, 
eiden 
voll- 
‘itten 
kom- 
das 
wohl 


1: 
r aie 


Soja-Agglutinin und Antiagglutinin. 131 


eigentlichen Versuche wurde daher immer die anderthalbfache 
Menge Calciumphosphat verwandt. Nach Beendigung der Adsorption 
wurde der Riickstand immer zweimal mit physiologischer Kochsalz- 
lisung gewaschen und dann mit dem eigentlichen Elutionsmittel eine 
Nacht zusammengelassen. Als Elutionsmittel kam sekundires Natrium- 
phosphat zur Anwendung (m/150 und m/50), die durch Verdiinnung mit 
physiologischer Kochsalzlésung aus m/15 Lésung hergestellt wurden. 
Zur Neutralisation wurde m/15 primires Kaliumphosphat benutzt. Die 
Resultate sind aus vorstehender Tabelle zu ersehen. (Vgl. Tabelle S. 130.) 
Durch Behandlung mit Calciumphosphat wird also die antiagglu- 
tinierende Wirkung des Serums erheblich herabgedriickt. Wiahrend der 
Sojaextrakt bei Behandlung mit dem Serum erst bei einer Verdiinnung 
von 0,125 bis 0,0625 % = 800- bis 1600facher Verdiinnung agglutiniert, 
bemerkt man nach der Adsorption wieder, wie in Sojaextrakt allein bei 
einer Verdiinnung von 0,0312 bis 0,0156°% = 32300- bis 6400facher Ver- 
dimnung Agglutination. Jedoch gelingt es nur sehr kiimmerlich, mit 
sekundirem Natriumphosphat das Antiagglutinin zu eluieren. 


Zusammenfassung. 

1. Sojaagglutinin ist durch Adsorptionsmittel (Kaolin, Aluminium- 
hydroxyd, Calciumphosphat) adsorbierbar. Die Wirkung der Adsorp- 
tionsmittel ist von ihrer Menge abhangig. 

2. Das adsorbierte Sojaagglutinin ist durch schwache Alkalien 
(Ammoniak, Na,H PO,) eluierbar. Durch schwache Siure (KH, PO,) 
wird es viel weniger gut eluiert, 

3. Durch iiberschiissiges Adsorptionsmittel adsorbiertes Agglutinin 
wird schwerer eluiert als das Agglutinin, das nur durch maBige Mengen 
des Adsorptionsmittels adsorbiert war. 

4. Die agglutinierende Wirkung des Sojaagglutinins wird durch 
Siedehitze (einmaliges Aufkochen) aufgehoben. 

5. Durch wiederholte Injektionen von Sojaextrakt erhilt man bei 
Kaninchen ein Antiserum, das die Wirkung des Agglutinins hemmt. 
Dieses Antiserum hat eine gewisse Spezifitiit gegen Sojaagglutinin. 

6. Normales Kaninchenserum wirkt gegen Ricin-, Jack-bean- 
und Phasin-Agglutinin verhiltnismaBig stark hemmend, wahrend es 
gegen Sojaagglutinin fast keine Wirkung hat. 

7. Das Sojaantiagglutinin wird durch Adsorptionsmittel (Kaolin, 
Aluminiumhydroxyd, Calciumphosphat) fast vollkommen aus dem 
Serum entfernt. Die Elution aus den Riickstinden ist bisher nur sehr 
unvollkommen gelungen. 

Fiir die Versuche wurden Mittel verwandt, welche Herrn Professor 
Dr. Martin Jacoby von der Hojimi-Hoshi-Stiftung in dankenswerter 
Weise zur Verfiigung gestellt waren. 
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Isolierungsversuche mit Crotin und Anticrotin. ata 

oe wird vA 

korper 

Kyoyetsuro Fujiwara aus Niigata (Japan). Dureht 

(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit pe 

in Berlin.) in phy 

(Eingegangen am 5. Juni 1923.) ganz | 
Die Isolierungsversuche der Toxine und Antitoxine sind von 
dem jeweiligen Stande der Enzymforschung insofern abhingig, als 

die Methodik gen6tigt ist, dieselben Wege zu verfolgen. Im Jahre 10] aaa 

hat Jacoby’) ein hochwirksames Ricinpriparat durch Kombination § ygsun 

von Aussalzungs- und Verdauungsverfahren dargestellt, welches auch § zentri 

. in konzentrierten Lésungen keine Eiweifreaktionen mehr gab. Schon fy Yt 

| damals stellte Jacoby fest, daB die reinen Priaparate viel labiler als das prea 
noch von Schutzsubstanzen begleitete Toxin ist und erkannte diese 
Verinderung als ein Kriterium vorgeschrittener Isolierung. Spiiter 

haben Osborne und Mendel aus Ricinussamen ein Albumin isoliert, das J 29S. 

sehr giftig war. Es braucht heute nicht mehr erértert zu werden, dai § 152 

daraus nicht geschlossen werden darf, daf das Toxin mit dem Albumin § 192 

identisch ist. Im Rahmen der im hiesigen Laboratorium begonnenen § 9.58 

Versuche, mit Hilfe moderner Methodik die Toxinisolierung wieder J Kont 

zu studieren, habe ich einige Adsorptionsversuche mit Crotin gemacht. ' 

Der Einfachheit halber habe ich als Indikator der leider nur ziemlich J) Ham 
schwachen Toxinwirkung des zur Verfiigung stehenden Priparates 
die hamolytische Wirkung benutzt. Da8 Crotin im Reagenzglase 
himolytisch wirkt, ist schon lange bekannt, da das Himolysin als 
Antigen aufzufassen ist, wissen wir durch die Untersuchungen 

oes halo 


1) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 46, 1901. 
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Morgenroths, dem der Nachweis eines antihimolytisch wirksamen 


Anticrotins gelang. 

Auf Veranlassung von Herrn Professor Jacoby habe ich gepriift, 
ob eine gewisse Isolierung des Crotins durch Adsorption und nachfolgende 
Elution méglich ist. Als Adsorptionsmittel benutzte ich Kaolin und 
Aluminiumhydroxyd, die bei den Arbeiten Willstdtters so ausgezeichnete 
Dienste geleistet haben, ferner Calciumphosphat, das im _hiesigen 
Laboratorium sich in zahlreichen Versuchen gut bewihrt hatte. 


Zur Priifung der hamolytischen Wirksamkeit des Crotins wurden in 
Reagenzgliser je leem, 0,5, 0,2, 0,1 und Ocem der zu untersuchenden 
Lisungen gebracht und durch Auffiillen mit 0,85 proz. Kochsalzlésung 
auf 1 eem iiberall dieselbe Verdiinnung hergestellt. Nach dem Durchmischen 
wird zu jeder Probe je 1 cem dreimal gewaschener 5 proz. Kaninchenblut- 
kérperchen hinzugefiigt, die jedesmal frisch bereitet wurden. Nach gutem 
Durchmischen kommen alle Proben fiir eime Stunde in den Brutschrank, 
dann in den Eisschrank. Nach dem Absetzen der ungelésten Blutkérperchen 
wird das Resultat abgelesen. Benutzt wurde 1 proz. Crotinlésung, gelést 
in physiologischer Kochsalzlésung. Vor dem Gebrauch wurden die nicht 
ganz klaren Lésungen filtriert. 


Adsorption mit Kaolin. 

In vier Zentrifugierréhrchen bringt man je 5,0 cem Crotinlésung und 
fiigt Kaolin im Verhialtnis von 2,0 bis 1,5 bis 1,0 und 0,5 g zu je 10 cem der 
Lésung hinzu. Nach mehrmaligem Durchmischen wird nach 30 Minuten 
zentrifugiert. Die véllig klare Lésung wird abpipettiert und auf ihre hamo- 
lytische Kraft gepriift. 








Kaolin zu 10,0 Lésung 


2,0g. 

bg. 

Satin eee ees 6 oe 

WES hi N a Wi ee es She 

Kontr. 1 proz. Crotinldsung |+++|/++} + | ieee) ++ 


Es bedeutet +++ komplette Himolyse, ++ fast komplette 
Hamolyse, + maBige Himolyse, + Spur Himolyse, — keine Himolyse. 


Adsorption mit Aluminiumhydroxyd. 
Als Adsorptionsmittel wurde Aluminiumhydroxyd (Kahlbaum, 
halogen- und schwefelfrei) benutzt. Es wurde ganz wie in den vorigen 


Versuchen vorgegangen. 
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Aluminiumhydroxyd 
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Adsorption 





Adsorption mit Caleiumphosphat. 

Als Adsorptionsmittel wurde frisch bereitetes dreibasisches Calcium 
phosphat benutzt. 6,58 g Calciumchlorid und 7,6 g dreibasisches Natriun, 
phosphat wurden in je 100 ccm Aqua destillata gelést. Der entstehende 
Niederschlag wird bis zum Verschwinden der Chlorreaktion gewaschen 
und in 150 cem physiologischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt. Alles 
sonst wie in den vorigen Versuchen. 
















Elution 
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Man kann also sowohl durch Kaolin wie durch Aluminiumhydrox vi 
und durch Calciumphosphat das Crotin aus der Lésung entfernen. 
Man muB 1 g Kaolin oder Aluminiumhydroxyd oder 3 cem Ca,(P,), 
auf 10 cem Crotin anwenden, um vollkommene Wirkung zu erreichen. 





















Elutionsversuche. 

Nach diesen Versuchen war anzunehmen, da®B das Crotin von den 
betreffenden Adsorbentien adsorbiert worden war. Es sollte daher 
weiter gepriift werden, ob es sich eluieren laBt. 


Als Elutionsmittel wurden angewandt: n/200 Ammoniak, m/15!) 
primares Kaliumphosphat und m/150 sekundiares Natriumphosphat. 
Die Ammoniakl6sung wurde aus n/2 Ammoniak durch Verdiinnen mit 
physiologischer Kochsalzlésung, die Lésung von Kaliumphosphat und 
Natriumphosphat aus m/15 Lésungen durch Verdiinnen mit Koch 
salzlésung hergestellt. 1 proz. Crotinlésung wurde mit bestimmten Mengen 
der Adsorptionsmittel behandelt. Nach der Adsorption wurden die Boden 
siitze zweimal mit der Kochsalzlosung gewaschen. Nach dem ersten Waschen 
wurde durch Kochsalzlésung das alte Volumen aufgefiillt und gut durcli- 
gemischt. Man bringt dann die Mischung in vier Zentrifugenglaser und 
zentrifugiert nach dem Markieren der oberen Fliissigkeitsgrenze. Dann 
gieBt man die Waschfliissigkeit ab und bringt in jedes Glas je ein Elutions 
mittel bis zum Markierungszeichen und mischt durch. Man belaBt dic 
Glaser eine Nacht im Eisschrank und zentrifugiert dann. Die Zentrifugat« 
werden neutralisiert und dann auf ihre hamolytische Wirksamkeit gepriitt. 
Zur Neutralisation wurde n/10 Salzsiure fiir Ammoniak, m/15 Na,HPO. 
fir KH,PO,, m/15 KH,PO, fiir Na,HPO, benutzt. 
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Isolierungsversuche mit Crotin und Anticrotin. 


Elution des mit Kaolin adsorbierten Crotinhimolysins. 





| proz. Crotinlésung . 
| 


. 10cem Lésung:2 g Kaolin 
10 cem Lésung: 1,0 g Kaolin 
3. 10cem Lésung:0,5 g Kaolin 


Adsorption 


mit NH, 


Na, HPO, 


Elution 


KH,PO, 


l. 
mit NaCl 2) — 
30 o— — 


Das durch Kaolin adsorbierte Crotin ist also durch schwache 
Alkalien kaum, durch schwache Saure gar nicht eluierbar. 





Elution des mit Aluminiumhydroxyd adsorbierten Crotinhimolysins. 





] proz. Crotinlosung 


1. 10cem Lés.:2,0g Al(OH), 
2. 10cem Lés.:1,0g Al(OH), 
. 10cem Léos.:0,5g Al(OH), 


Adsorption 
A 


mit NH, 


Na, HPO, 


Elution 


KH,PO, 


mit NaCl Se Nas eee 





Es gelang also nur eine geringfiigige Elution mit Na,HPO, zu 
erzielen, wihrend sonst gar keine oder kaum eine Elution gelang. 
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Elution des mit Caleiumphosphat adsorbierten Crotinhimolysins. 





Elution 


Adsorption 





I II 
1 3) s lalate eis \4 
I proz. Crotinlésung. .. . . |+++) +4 |) + /4+'—l444! 44 
1. 10cem Lés.:3ceem Ca,(PO,),. — — | i ake a 
2. 10cem Lés.:2cemCa,(PO,).) + ae] ae ee 
3. 10cem Lés.: leemCa,(PO,). + 4 + j—I4) + = + 
lj — —- | -— ee] — |- 
mit NH, 2.) — es ae Mites el 
3 — —- |--—} — —- - 
| — —- jr — j;-— 
mit Na,HPO, 2.) + ee ee se eee we aa 
3.1) + + >-—--—— + ee oe 
me Loeok —- —-—— + ae 
mit KH,PO, 2) +/—/;/—ee + Se cs 
el Mit} tj—-eeH +t] -—/- 
mit NaCl 2) ri tire + 1A fos ae 
ah tye ol ee +t ti- 


Beim Calciumphosphat ist also eine Elution bisher kaum gelungen. 
Kine Elution war also bisher bei Versuchen mit den drei angewandten 
Adsorptionsmitteln noch nicht méglich. Leider war bei der Knappheit 
des Materials eine Verbreiterung der Versuche noch nicht méglich. 


Anticrotinserum. 


Das immunisatorisch herstellbare Anticrotin ist bisher nur in 
seinen Reaktionen mit dem Himolysin studiert worden. Als Vor- 
versuche fiir eine spiter auszufiihrende Isolierung habe ich die Ad- 
sorption und Elution von Anticrotin untersucht. 


Kaninchen Ne. 82, 2315 g, wurde Crotinextrakt siebenmal in steigender 
Dosis (5 ccm 1 proz. bis 20cem 20 proz. Lésung) in Zwischenpausen von 
5 bis 9 Tagen subkutan injiziert. 8 Tage nach der letzten Injektion wurde 
das Blut entnommen. und das Serum dargestellt (Antiserum Nr. 82). 

Kaninchen Nr. 84, 1810 g, wurde Crotinextrakt fiinfmal in steigender 
Dosis (10cem 0,5 proz. bis 20cem 1,5 proz. Lésung) in Zwischenpausen 
von 5 bis 8 Tagen subkutan injiziert. 10 Tage nach der letzten Injektion 
Blutentnahme und Serumdarstellung (Antiserum Nr. 84). 

Bei der Priifung auf antihimolytische Kraft diente als Indikator eine 
5 proz. Aufschwemmung von dreimal gewaschenen Kaninchenblut- 
kérperchen aus defibriniertem Blut. Als Lysin wurden 0,5ccm einer immer 


frischen 1 proz. Crotinlésung, als Antilysin fiinffach verdiinntes Serum 


der immunisierten Kaninchen benutzt. Das Antiserum wurde entweder 
frisch benutzt oder ohne Zusatz im Eisschrank aufbewahrtes Serum ver- 
wandt. 





Als 
kam die 
Cale 
schwem 
tionsmi 
sekundé 
phat vAtS 
diinnun 
sation | 
tion wi 
Im e 
bringt 
genzgla 
~ O43 
Antier¢ 
Lésung 
salzlost 
bringt 
0,5 cen 
josung 
Nach 
1 cen 
komm« 
Stund 
schran 
Fissch 
Absitz 
Blutké 
des R 
Zur 
10 cen 
aufsek 
Zentri 
und z 
dem A 
keit | 
fiin 
Serur 
und 
Nach 
Kont 
fugiet 
antih 
geprt 
der . 
Bode 
phys 
lésun 
Fliiss 
Koel 
alte 
und 





Isolierungsversuche mit Crotin und Anticrotin. 


Als Adsorptionsmittel 
kar die oben beschriebene 

Calcitumphosphatauf- 
schwemmung, als Elu- 
tionsmittel m/150 u. m/50 
sekundares Natriumphos- 
phat zur Anwendung. Ver- 
dinnung und Neutrali- 
sation nach der Adsorp- 
tion wie oben. 


Bemerkungen 
die Prazipitinreaktion bis zum 


Beim Mischen der Crotinlésung 
und des Antiserums zeigt sich 


2. Glas 
Wie oben 


Wie oben 


Im einzelnen Versuche 
bringt man in fiinf Rea- 
genzglaser 1,0 — 0,5 — 0,2 
- 0,1 und Ocem der auf 
Anticrotin zu priifenden 
Lésung, fiillt mit Koch- 
salzlésung auf 1 ccm auf, 
bringt in jedes Glas je 
05cem 1 proz. Crotin- 
jésung und mischt durch. 
Nach Zufiigung von je 
l1cem Blutkérperchen 
kommen die Proben eine 
Stunde in den Brut- 
schrank, dann in den 
Eisschrank. Nach dem 
Absitzen der ungelésten 
Blutkérperchen Ablesen 
des Resultates. 


Zur Adsorption wurden 
10cem Caleiumphosphat- 
aufschwemmung in ein 
Zentrifugenglas gebracht 
und zentrifugiert. Nach 
dem AbgieBen der Fliissig- 
keit bringt man 10 ccm 

fiinffach verdiinnter 
Serumlésung in das Glas 
und mischt gut durch. 
Nach 30 Minuten langem 
Kontakt wird  zentri- 
fugiert und der AbguB auf 
antihamolytische Kraft 
geprift. Bei der Elution 
der Adsorbate wird der 
Bodensatz zunichst mit 
physiologischer Kochsalz- 
lésung gewaschen, die 
Fliissigkeit dann mit 
Kochsalzlésung auf das 
alte Volumen aufgefiillt 
unddurchgemischt. Dann 


Antiserum 


Antiserum 
Antiserum 


. 


Versuch mit dem Serum Nr. 82. 


behandelte 


behandelte 
Crotinlésung 


1,0 proz. Crotinlésung 


NaCl 
NaCl 
NaCl 


” 
2° 
%? 


{ mit m/150 Na, HPO, ee 


\ 
20 proz. Antiserum + 1,0 proz. Crotinlésung 


{ mit m/150 Na, HPO, 


\ 
20 proz. Antiserum + 1,0 proz. Crotinlésung 


behandelte 
{ mit m/150 Na, H PO, 


Ca; (PO 4), 
Ca,(PO,). 
1,0 proz. Crotinlésung 
\ 


Antiserum + 1,0 proz. Crotinlésung 
Ca,;(PO,). 


mit 
mit 

+ 1,0 proz. 
mit 
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Isolierungsversuche mit Crotin und Anticrotin. 


Die Ergebnisse dieses Versuches 


Oo 


stimmen mit denen des vorigen 
iiberein. 
Endlich habe ich noch gepriift, 


inwieweit die Antihamolysinwirkung 


Bemerkungen 


spezifisch ist. Es wurden daher zwei 


und der Crotinlésung 


Keine Prazipitinreaktion 
Dasselbe wie bei Serum A 


beim Mischen des Serums 


2 mit Calcium phe phat 


normale Kaninchensera untersucht. 





gen des Antikérpers in Lésun 


- Normales Kaninchenserum hat 
= keine antihimolytische Wirkung 
as gegen Crotin. Diese Versuche be- 


weisen ferner, daB die Behandlung 


des Serums mit Calciumphosphat 


ge 


Durch 


auch nur ganz gerin 


und Natriumphosphat an sich ohne 


Wirkung auf die Crotinhimolyse ist. 


g Crotin. 


Zusammenfassung. 
1. Das Crotinhamolysin verliert 


seine himolytische Wirkung durch 


om 


Behandlung mit geeigneten Mengen 


also 0.1 eem 


Crotinlésune. 


ein Antihimolysin herstellen, das 
bei Behandlung mit Calcium- 
phosphat seine Wirkung verliert. 
Durch Elution ist das Anticrotin 
kaum in Lésung zu _bringen. 


Normales ~ Kaninchenserum  wirkt 


Serum 
Das mit Ca,(PO,), behandelte normale Serum 


1,0 proz. Crotinlésung 


+ 1,0 proz. Crotinlésung 


+ 
T 


luierte Lésung 
luierte Liisung | 


20 proz. 
E 


FE 


ue 
3 des Adsorptionsmittels (Kaolin, 
a Aluminiumhydroxyd,  frisch _ be- de ee a 
- om ape e © 
= i a = ~ Fs | ~ - 
as) reitetes Calciumphosphat). z ae ce a 
¥ :0 — 6 — 
4 : ; : — tr = = 
a 2. Eine sichere Elution des gs” ae gt ee 
% $s qs § es 
7) os . . . ~ » CS ~ > 
( Hamolysins gelingt bisher noch 8 24 & A Z 
eo: = S 
° ° ° ° e 0 Ww 2 > 
nicht. Es scheint allerdings eine s am gf == 
; mer ; & ee Es 
begrenzte Elution méglich zu sein. a a 
° ae a 
3. Immunisatorisch kann man 3A = 2 = 
as —— 4 
E 
o 
D 
R 
Ri 


Das mit Ca,(PO,). behandelte normale Serum 


as Serum vollkommen wirkun 


B 





antiserum 0,5 I proz. 


wird d 


gegen Crotin nicht antihamolytisch. 





Uber die Einwirkung des metallischen Kupfers auf Ricin. 


Von 


Mitsutaro Tsuchihashi. 








(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 









(Eingegangen am 5. Juni 1923.) 


Vor einigen Jahren hat Jacoby!) in seinen ,,Studien zur allge- 
meinen Vergiftungslehre“‘ nachgewiesen, da8 die Strukturvergiftung 
der roten Blutzellen durch Quecksilbersublimat oder durch Kupfer- 
sulfat durch Uberfiithrung der Salze in komplexe Verbindungen mit 
Hilfe von Cyankalium oder Glykokoll verhiitet wird. 

Ich habe auf Anregung von Herrn Professor Jacoby den Einflu’ 
des metallischen Kupfers auf Ricin und weiter den EinfluB von Cyan- 
kalium und Glykokoll auf das schon gekupferte Ricin untersucht. 

Wie bekannt, besitzt Ricin haimagglutinierende und_toxische 
Eigenschaften. Trotz mehrerer Versuche ist es noch nicht endgiiltig 
entschieden, ob die himagglutinierenden und toxischen Eigenschaften 
von einer Substanz hervorgerufen werden. Daher habe ich getrennt 
den EinfluB des Kupfers auf die hamagglutinierenden und toxischen 
Eigenschaften untersucht. 




























1. Die Einwirkung des Kupfers auf die agglutinierende Eigenschaft 
des Ricins. 


Ich habe zuerst die Einwirkung des gekupferten Ricins auf die 
roten Blutkérperchen untersucht. 


Versuch 1. 
Die Wirkung des gekupferten Ricins auf die roten Blutkérperchen : 


1g Kupfer (Kupferpulver reduziert extrafein Kahlbaum) wurde mit 
20 ccm einer 0,1 proz. unfiltrierten triiben Ricinlésung gemischt und 1 Tag 
im Eisschrank stehengelassen. Zur Verwendung kam Mercksches Ricin, 
das schon Jahrzehnte alt ist, aber noch gut wirksam ist. Die Mischung 
wurde stark zentrifugiert und abfiltriert. Die gewonnene klare Lésung 
wurde zum Versuch benutzt. 

Als Kontrolle wurde 0,1 proz. unfiltrierte Ricinlésung auf analoge 
Weise zentrifugiert und filtriert und die erhaltene klare Lésung benutzt. 

Die Aufschwemmung der roten Blutkérperchen wurde aus Kaninchen- 
blut hergestellt, welche nach dem Defibrinieren mit physiologischer Koch- 
salzl6sung mehrfach gewaschen und als eine 5 proz. Aufschwemmung ge- 
braucht wurde. 


1) Jacoby, diese Zeitschr. 76, 1916. 

































































I 
scler 
ausge 

I 
gekuy 
1 cer 
mit } 
5 pro 
Zunn 


Ri 
age 


au! 
Bh 


au 


abit 


allge. 
ftung 
ipfer- 


| mit 


nflus 
'yan- 
acht. 
ische 
iiltig 
iften 

ennt 
chen 


len: 
mit 
Tag 
cin, 
ung 
ung 


oge 
tzt. 
en- 
ch- 
ge- 


i. Tsuchihashi: Einwirkung des metallischen Kupfers auf Ricin. 141 


Bei diesen Versuchen wurde die nétige Verdiinnung stets mit physiologi- 
scier Kochsalzlésung -hergestellt. Der Versuch wurde in folgender Weise 
ausgeftihrt: 

Eine Reihe von Reagenzglisern wurde mit absteigenden Mengen der 
gekupferten Ricinlésung beschickt (und zwar so, daB in das erste Glaschen 
1 cem und in das letzte 0,01 ccm kamen). Siamtliche Reagenzglaser wurden 
mit physiologischer Kochsalzlésung bis auf 1 ccm aufgefiillt, 1 cem einer 
5 proz. Blutkérperchenaufschwemmung zugefiigt und 24 Stunden bei 
Ziinmertemperatur stehengelassen. 





Menge der Cu-Ricinlésung Menge der Ricinlésung ohne Cu (Kontrolle) 
ccm ccm 


- komplette Hamolyse . - - + komplette Agglutination 


-fast komplette Hiimolyse oT -fast komplette Agglutination 
0,09) 

0,08) © 
0,07) 

- Spuren Hiamolyse an - + + + Spuren Agglutination 
0,05 


-inkomplette Hamolyse - inkomplette Agglutination 


0,03 

- keine Hiamolyse 0,02) - 
0,01 
0 


0.03| 


- keine Agglutination 


Wie aus der angefiihrten Tabelle ersichtlich ist, agglutiniert das 
Ricin ausgezeichnet. Aber das gekupferte Ricin zeigt keine Ham- 
agglutination, dagegen eine deutliche Hamolyse. 

Es ist schon bekannt, daB gekochtes Ricin keine Himagglutination 
aufweist, ich habe nun versucht, die Wirkung desselben auf die roten 
Blutkérperchen nach Kupferzusatz zu _ priifen. 


Versuch 2. 
Die Wirkung des gekochten Ricins bei Gegenwart von Kupfer 
auf die roten Blutkérperchen: 
Eine 0,1 proz. Ricinlésung wurde zum Sieden gebracht. 20 cem davon 
wurden mit 1 g Kupfer versetzt und 1 Tag im Eisschrank stehengelassen. 
Dann wurde dieselbe zentrifugiert und abfiltriert. 


Als Kontrolle wurde’ dieselbe gekochte Ricinlésung (ohne Kupfer) 
ebenfalls zentrifugiert und abfiltriert. Die erhaltenen klaren Losungen 
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wurden benutzt. Die Versuchsordnung gestaltete sich in gleicher Wei.» 


wie in vorigem Versuch. 











Menge der gekupferten gekochten Ricinlésung | Menge der gekochten Ricinlésung ohne Cu 











ESSE. SAECO NINE MAES | UCT... DRESS 

1,0 | 10 
0.9 | 09 
08 ' | 08 
0,7 | 0,7 
O6 pee eee komplette Hamolyse | 0,6 
0,5 0,5 
0,4 0,4 
0,3 0,3 
0,2 0,2 
0,1 + - + -inkomplette Himolyse | 0,1 > - - keine Spur Agglutination 
0,09 0,09 
0,08 | 0,08 
AS 8 Ge eee ea ae Spur Himolyse || 0,07 
0,06 0,06 
0,05 0,05 
0,04 | 0,04 
0,03 | 0,03 
0,02; +--+ +s. keine Hiamolyse | 0,02 
0,01 | 0,01 
0 | 0 





Wie aus diesem Versuch hervorgeht, macht auch hier das gekochte 
Ricin keine Agglutination. Auch das gekochte Ricin nach Kupfer- 
zusatz gibt keine Agglutination, sondern nur eine ungefahr gleiche 
Himolyse wie beim ungekochten Ricin. 

Hess und Reitler!), Luger*), haben einen haimolytischen Effekt 
der gekupferten Kochsalzlésung nachgewiesen. Ich habe, wie aus den 
nachstehenden Versuchen ersichtlich ist, dasselbe festgestellt. 


Versuch 3. 

Die Wirkung der gekupferten Kochsalzlésung auf die roten Blut- 
kérperchen : 

1 g Kupfer wurde mit 20 cem 0,85 proz. Kochsalzlésung gemischt und 
einen Tag im Eisschrank stehengelassen, dann zentrifugiert und abfiltriert, 
und das erhaltene Filtrat wurde benutzt. Die Versuchsanordnung gestaltete 
sich in gleicher Weise wie in den vorigen Versuchen. 




















“Menge der gekupferten Kochsalzlésung | Menge der gekupferten Kochsalzlésung 
se com ‘ com 

1,0 : 0,4 

oo} ° inkomplette Hamolyse aes Spur Hamolyse 
0,8 0,2 J 

Po rae ees Spur Hamolyse - Deal one ain: keine Hamolyse 
0,5 





1) Diese Zeitschr. 128, 51, 1921. 
2) Med. Klin. 1920, 8. 1239. 
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Die gekupferte physiologische Kochsalzlésung macht also auch 
eine Hamolyse, die aber weniger deutlich ausfiillt, als die bei der ge- 
kupferten oder gekupferten gekochten Ricinlésung. Es ist hier be- 
merkenswert, dai die Kochsalzlésung nach 24stiindigem Kontakt 
mit Kupfer nur eine kaum bemerkbare griinliche Verfairbung aufweist. 
Bei der gekupferten oder gekupferten gekochten Ricinlésung war 
dieselbe ziemlich deutlich sichtbar. 

Aus den angefiihrten drei Versuchen, die mehrfach angestellt 
wurden, kann man folgendes feststellen: Die Ricinlésung macht 
Himagglutination, aber die gekochte nicht. Bei Kupferzusatz zeigt 
ungekochte und gekochte Ricinlésung eine deutliche hamolytische 
Eigenschaft von fast gleicher Stiirke; dabei verschwindet bei der 
ersteren gleichzeitig die Hamagglutination. Diese Himolyse fiallt 
hier stirker aus, als bei der gekupferten physiologischen Kochsalz- 
lésung allein. Aber die Himolyse der gekupferten Ricinlésung ist 
héchstwahrscheinlich nicht als eine spezifische Wirkung des gekupferten 
Ricins, sondern als eine Einwirkung des in Lésung iibergegangenen 
Kupfers selbst anzusehen. 

Weitere Versuche habe ich angestellt, um den EinfluB des 
Glykokolls und Cyankaliums auf die Wirkung der gekupferten Ricin- 
lésung zu beobachten. 

Versuch 4. 

Der EinfluB des Glykokolls und des Cyankaliums auf die Wirkung 
der gekupferten Ricinlésung: 

Bei diesem Versuche wurde zunichst gepriift, ob die gebrauchte 
Menge von Glykokoll oder Cyankalium die eigentliche agglutinierende 
Eigenschaft des Ricins schadigt und ob sie die roten Blutkérperchen 
irgendwie verindert. 

Absteigenden Mengen 0.1 proz. Ricinlésung, mit physiologischer Koch- 
salzlésung auf 1ccm aufgefiillt, + 1ccm 0,1 proz. Glykokollésung oder 
0,01 proz. Cyankaliumlésung oder physiologischer Kochsalzlésung (Kon- 
trolle) + leem 5 proz. Blutkérperchen. 





Menge der | } 
Rici Osung) NaCl (Kontrolle) Glykokoll Cyankalium 


| komplette Agglutination komplette Agglu- komplette Agglu- 
| tination tination 
HI 
| fastkompl.Agglutination | fast komplette fast komplette 


Agglutination Agglutination 


| inkompl. Agglutination inkomplette Ag- | inkomplette Ag- 
I glutination glutination 


- - Spur Agglutination Spur Aggluti- Spur Aggluti- 
nation nation 


- - keine Agglutination keine Aggluti- keine Aggluti- 
nation nation 
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Wie aus dieser Tabelle hervorgeht, gibt es keinen Untersc)ied 
zwischen den Kontroll- und den mit Glykokoll oder Cyankalium ver. 
setzten Reihen. In allen Glasern wurde keine Spur Hamolyse gefunden, 
Daraus geht hervor, daB diese Menge des Glykokolls oder Cyankaliu ms 
keine Veranderungen verursacht. Daher wurden fiir die niachsien 
Versuche gleiche Mengen benutzt. 

Simtliche Reagenzgliser, die absteigende Mengen der gekupferten 
Ricinlésung enthielten, wurden mit physiologischer Kochsalzlésung bjs 
auf 1 ccm versetzt. Dabei wurde in einer Reihe je 1 ccm 0,1 proz. Glykokoll- 
lésung und in einer anderen je 1 ccm 0,01 proz. Cyankaliumlésung zugesetzt 
und erst nach etwa 10 Minuten 1 ccm 5 proz. Blutkérperchen hinzugefiigt. 
Die Kontrollreihe erhielt statt Glykokoll- oder Cyankaliumlésung | cem 
physiologische Kochsalzlésung. 








icinlosung NaCl (Kontrolle) Glykokoll Cyankalium 


ing d. gekupferten | 
— = com = — —— NIT —— EE es —— peaparapmstensees ee a 





1,0 | | 
O68 ) + komplette Hiamolyse 
0,6 { 

| 


fast kompl. Hamolyse 





| keine keine 
eas i inkomplette Hamolyse |} Hamolyse und |¢ Hamolyse und 
0,06 NSS Ie Be Spur Hamolyse Agglutination || Agglutination 
ee1 ; + + + keine Hamolyse 
0 i) 

Wie aus dieser Tabelle ersichtlich ist, wird die Himolyse durch 
gekupferte Ricinlésung durch Zusatz von Glykokoll oder Cyankalium 
vollstandig verhiitet, dabei wird die agglutinierende Eigenschaft, 
welche durch Kupfer beseitigt wird, nicht wieder reaktiviert. 

Wie ich schon oben mitgeteilt habe, ist héchstwahrscheinlich dic 
Hamolyse der gekupferten Ricinlésung durch das in Lésung iiber- 
gegangene Kupfer entstanden. 

In den folgenden Versuchen habe ich gepriift, ob das Antiserum 
irgend eine spezifische Wirkung auf die gekupferte Ricinlésung ausiiben 
kann. 











Versuch 5. 

Der Einflu8 des Antiricinserums auf die Wirkung der gekupferten 
Ricinlésung : 

Um ein Antiricinserum zu gewinnen, wurde einem Kaninchen von 
3,1 kg K6érpergewicht in der ersten Woche 0,1 mg und in den folgenden 
Wochen allmihlich starkere Dosen Ricin und in der neunten Woche 10 mg 
subkutan injiziert. 8 Tage nach der letzten Injektion wurde ein Serum. 
welches die folgende Wirksamkeit enthielt, gewonnen. 

Das Antiserum und das normale Serum (letzteres wurde zwecks Kon- 
trolle aus einem normalen Kaninchen gewonnen) wurde mit physiologischer 
Kochsalzlésung zehnfach verdiinnt (10%). Absteigende Mengen des 10 proz. 
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Antiserums oder des 10 proz. normalen Serums, mit physiologischer Koch- 
salzlésung bis auf 1 ccm aufgefiillt, + 0,5 cem 0,1 proz. Ricinlésung + 1 cem 
5 proz. Blutkérperchen. 





Antiserum Sintinaniasih Normalserum (Serummenge) 


com ; com 
- keine Spur Agglutination 


Spur Agglutination 


fast komplette Agglutination 
- - inkomplette Agglutination 


0,07 
0,06 
0,05 
0,04 
0,03 
0,02 
0,01 
0 


- fast komplette Agglutination 


-komplette Agglutination 





- -komplette Agglutination 


Dieses wirksame Antiserum wurde zum Versuche gebraucht. Die 
gekupferte Ricinlésung wurde in gleicher Weise wie immer hergestellt. 

Absteigende Mengen 10 proz. Antiserums (oder 10 proz. Normal- 
serums) mit physiologischer Kothsalzlésung bis auf lccm aufgefiillt, 
+ 0,5 cem gekupferte sso at + leem 5 proz. Blutkérperchen. 





atourdis amnsge) ‘Nosmabesan Seinen) 


ccm com 


‘ * keine Hamolyse 
- keine Hiamolyse 7 








Spur Hamolyse | ¥: - +++ + + + Spur Hamolyse 
-inkomplette Hiamolyse 0. . . . -inkomplette Hiimolyse 
-komplette Himolyse ‘komplette Hamolyse 


Biochemische Zeitschrift Band 140. 10 











waciihoe eeis 





146 M. Tsuchihashi: 


Das Antiricinserum und das normale Serum hemmen in fast gleicher 
Weise die Himolyse der gekupferten Ricinlésung. Kein Unterschied 
zwischen der Wirkung der beiden Sera wird gefunden; mit anderen 
Worten: das Antiricinserum iibt keine spezifische Wirkung auf die 
Hamolyse der gekupferten Ricinlésung aus. 

Ferner habe ich versucht, die Wirkung des metallischen Kupfers 
auf Antiserum bzw. auf Antihimolysinwirkung zu priifen; aber dieser 
Versuch geniigte nicht, um ganz sichere Schliisse daraus zu ziehen, 

Uber diese Frage kann ich nur folgenden Versuch mitteilen: 


Versuch 6. 


Die Wirkung des Kupfers auf das Antiricinserum: 20cem 10 proz. 
Antiserums wurden mit 0,5 g Kupfer versetzt und einen Tag im Eisschrank 
stehengelassen, dann zentrifugiert und filtriert. 

Absteigende Mengen dieses Filtrats mit physiologischer Kochsalz- 
lésung bis auf 1 cem aufgefiillt, + 0,5 ccm 0,1 proz. Ricinlésung + 1,0 cem 
5 proz. Blutkérperchen. (Als Kontrolle wurde statt 0,1 proz. Ricinlésung 
0,5 cem physiologische Kochsalzlésung zugesetzt.) 


Mit Ricinlésung. 








_Seummenge sasemeeatall Phat 
1,0 | ‘unietatls 
0,8 ‘ 
0,6 4 schwer erkennbar 
0,4 5 - 
0,2 _ fast komplett 
0,1 Spur 
0,08 I i fast komplett 
0,06 | 
0,04 i 
ae | area | komplett 
0 





Ohne Ricinlésung. 

















_Serummenge mI eee 
o8 ee - -Spur bieahenn a Hamolyse 
O67 ---+- komplette Hamolyse | 0,04 
0,4 ; 
0,2 an ag - - keine Spur Hamolyse 
0,1 + - - fast komplette Hamolyse | 0 


Ob das Antiserum noch antiagglutinierende Wirkung hat, ist 
kaum festzustellen, da die himolytische Wirkung des Kupfers den 
Versuch stért. 

Ich habe daher durch Zusatz von Glykokoll die Hamolyse be- 
seitigt. 20ccm 10proz. Antiserum wurde mit 0,5 g Kupfer versetzt 
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und einen Tag im Eisschrank stehengelassen, dann zentrifugiert und 
filtriert. Als Kontrolle wurden 10°, kupferfreies Antiserum abfiltriert. 
Die erhaltenen Filtrate wurden benutzt. 

Absteigende Mengen des gekupferten Antiserums (oder des kupfer- 
freien Antiserums) mit physiologischer Kochsalzlésung bis auf 1 cem auf- 
gefiillt, + 0,5cem 0,1 proz. Glykokoll + 0,5cem 0,1 proz. Ricin + 0,5 cem 
10 proz. Blutkérperchen. 

















a Gekupfertes Antiserum Antiserum (ohne Kupfer)’ 
mit Glykokoll mit Glykokoll 

cem 

1,0 

0,9 


0,8 keine Agglutination 


keine Agglutination 


Spur Agglutination Spur Agglutination 


fast komplette Agglutination ; fast komplette Agglutination 


komplette Agglutination komplette Agglutination 


| } 
inkomplette Agglutination inkomplette Agglutination 
| | 
| | 
J 


J 

Die Himolyse war bei gekupfertem Serum bei Gegenwart von 

Glykokoll nirgends zu sehen und, wie aus der Tabelle ersichtlich ist, 

ist die Wirksamkeit des Antiricinserums durch Kupfer nicht dauernd 

beseitigt. Wenn auch nur ein Versuch in dieser Richtung vorliegt, 

so scheint es doch, da das Kupfer keine und jedenfalls keine irre- 
versible Einwirkung auf das Antiagglutinin ausiibt. 


2. Die Einwirkung des Kupfers auf die toxische Eigenschaft des Ricins. 

In den vorher angefiihrten Versuchen ist gezeigt worden, dab die 
himagglutinierende Eigenschaft des Ricins durch Kupfer verloren 
geht. Hier habe ich weiter untersucht, ob Kupfer ebenfalls auf die 
toxische Eigenschaft des Ricins schadigend einwirkt. 

Fir die Versuche wurden Miuse verwendet. Die einfache oder 
gekupferte Ricinlésung wurde wie bei den friiheren Versuchen herge- 
stellt: 1g Kupfer wurde in 20ccem 0,1 proz. Ricinlésung gebracht 
und einen Tag im Eisschrank stehengelassen. Dann wurde diese 
Mischung zentrifugiert und filtriert. Die einfache Ricinlésung wurde 
aus einer 0,1° getriibten Lésung ebenfalls durch Zentrifugieren und 
Filtrieren hergestellt. 

Die gewonnene klare Lésung wurde Mausen subkutan injiziert. 
Nach dem Tode wurden dieselben seziert. Bei jedem Fall wurde mehr 

10* 
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oder weniger die fir Ricin charakteristische Darmveriinderung fest. 

















gestellt. 
Maus K6érpergewicht | Injektionsdosis Sa 
Soe a eS Lasts. 
Einfache Ricinlésung. 
1 17 0,01 lebt 
2 | 17 | 0,02 am 
3 | 17 0,03 ” 
4 | 20 0,05 7 Tage 
i \ 15 0,05 . 
6 17 0,1 o 
7 15 0,1 woo 
Gekupferte Ricinlésung. 
8 | 17 0,1 | lebt 
9 | 19 0,2 , 
10 li 15 0,5 8 Tage 
11 15 0,5 .. 
12 20 1,0 | ae 
13 20 1,0 aes 
14 | 24 1,5 Pe 


Wie aus dieser Tabelle ersichtlich ist, kénnen Mause gekupfertes 
Ricin viel mehr vertragen als einfaches Ricin, d. h. Kupfer wirkt ebenfalls 
auf die toxische Eigenschaft des Ricins abschwiachend ein. 

Ich habe ebenfalls die Einwirkung von Glykokoll auf die gekupferte 
Ricinlésung untersucht, aber schwankende Resultate erhalten. 


Zusammenfassung. 

1. Metallisches Kupfer wirkt schidigend auf die himoagglu- 
tinierende Eigenschaft des Ricins und zeigt dabei eine Hamolyse; 
die letztere scheint keine spezifische Erscheinung des gekupferten 
Ricins, sondern durch die Einwirkung des Kupfers selbst verursacht. 

2. Durch Glykokoll- und Cyankaliumzusatz zu der gekupferten 
Ricinlésung wird die Haimolyse aufgehoben, aber die Himagglutination 
wird dadurch nicht reaktiviert. 

3. Antiricinserum tibt keinen spezifischen EinfluB auf die gekupferte 
Ricinlésung aus. 

4. Metallisches Kupfer scheint keine irreversible Einwirkung 
auf das Antiagglutinin auszuiiben. 

5. Metallisches Kupfer wirkt auch auf die toxische Eigenschaft des 
Ricins schidigend ein. 
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Uber die Einwirkung der Metalle auf Pepsin. 


Von 
Mitsutaro Tsuchihashi. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Juni 1923.) 


Jacoby und Shimizu!) haben gefunden, daB die Sojaurease nicht 
durch Eisen, wohl aber durch Kobalt, Nickel, Kupfer und Zink in- 
aktiviert wird. Bei dem weiteren Ausbau dieser Untersuchungen 
ist es von besonderem Interesse, méglichst spezifische Unterschiede 
aufzufinden. Zweierlei ist von Bedeutung: 

1. Verhalten sich im System sehr nahestehende Metalle verschieden 
gegentiber einem bestimmten Enzym ? 

2. Reagieren die verschiedenen Enzyme anders gegeniiber den- 
selben Metallen ? ‘ 

Zeigen sich entsprechende Unterschiede, so wird immer noch 
spiter zu entscheiden sein, ob die Reaktion direkt mit den Enzymen 
stattfindet oder ob primire Begleitstoffe des Enzyms reagieren, wo- 
durch das Enzym in seiner Wirkung erst sekundir beeinfluBt wird. 
Je weiter die Reinigung der Enzyme voranschreitet, desto mehr wird 
auch dieses Problem seiner Lésung sich nihern. Restlos wird es erst 
geklirt werden kénnen, wenn die Enzyme rein vorliegen werden. 

Auf Anregung von Herrn Professor Jacoby habe ich in dieser Arbeit 
den EinfluB der Metalle auf Pepsin untersucht und geprift, ob eine 
Reaktivierung hier ebenfalls stattfindet. 

Als Metalle wurden Eisen, Kobalt, Nickel, Kupfer und Zink an- 
gewandt. Die Ausfiihrung der Versuche gestaltete sich in folgender 
Weise : 

Zu je 10ccm einer 0,2proz. wiisserigen, unfiltrierten, getriibten 
Pepsinlésung, die aus Pepsinum purissimum solubile Witte angefertigt 
wurde, das in hochwirksamer Form von der Firma seinerzeit besonders 


1) M. Jacoby und T. Shimizu, diese Zeitschr. 128, 1922. 
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fiir wissenschaftliche Zwecke dargestellt war, wurde je 1 g Zink, Kupfer, 
Eisen, Kobalt oder Nickel zugefiigt, gut gemischt und wihrend einer 
bestimmten Zeit im Eisschrank stehen gelassen. Als Metalle wurden 
folgende Priaparate benutzt: 

Eisen gepulvert, D. A. B. 5 (Kahlbaum), Kobalt, reduziert, Pulver 
(Kahlbaum), Nickel- Pulver (Kahlbaum), Kupfer- Pulver  reduziert 
extrafein (Kahlbaum), Zink-Zinkpulver (Zinkstaub) extrafein (Kahlbaum). 


Dann wurden diese mit den Metallen im Kontakt gestandenen Lésungen 
stark zentrifugiert und filtriert; die dabei gewonnenen klaren Filtrate 
wurden zu den Versuchen benutzt. Als Kontrolle wurde dieselbe Pepsin- 
lésung auf analoge Weise zentrifugiert und filtriert und das gewonnene 
klare Filtrat benutzt. Die Reagenzglaiser wurden mit absteigenden Mengen 
dieser Filtrate in der Weise beschickt, daB in das erste 1 ccm, in das zweite 
0,5 cem, in das dritte 0,2cem, in das vierte 0,1 cem und in das letzte ( 
getan wurde und alle mit destilliertem Wasser bis auf 1 ccm aufgefiillt 
wurden. Hierauf wurden zu jedem Glischen 0,5 ccm n/10 Salzsiure und 
2cem 5 proz., vorher im Brutofen bei 37°C verfliissigte Gelatinelésung 
— hergestellt aus reiner franzdsischer Gelatine — hinzugesetzt. Dann 
wurden sie im Brutofen bei 37°C belassen. 

Nach 24 Stunden wurden sie alle auf einmal in Eiswasser gebracht 
und griindlich abgekiihlt. Das Resultat wurde sofort und auBerdem nach 
einstiindigem Stehen bei Zimmertemperatur nach dem Herausziehen aus 
dem Eiswasser bestimmt. Dabei wurde der Verfliissigungszustand der 
Gelatine in fiinf Grade geteilt, und zwar in folgender Weise bezeichnet: 
vollistandig fliissig (+++), halb fliissig (++), weich (+), ein wenig 
weich (+) und fest (—). 


Zuerst habe ich die Pepsinlésung untersucht, die 24 Stunden 
mit den Metallen im Kontakt gewesen war. 
Tabelle I. 
Nach 24stiindigem Kontakt mit Eisen, Kobalt, Nickel, Kupfer und Zink. 

















wigs | Pepsin .. Eisen + Kobalt | + Nickel + Kupfer + Zink 
te ~~ Sofort nach dem Herausziehen aus dem Eiswasser ee 

1,0 | +++ +4 6 ee eee a te 9 — | a 
0,5 | +4 t t | +++ — | 

0,1 — | — — | — phage eee ipo 
0 ey tee pe i a 

Nach einstiindigem Stehen bei 17,5°C 

1,0 ies oie aes ole Ue, oe oe 7 a en +++ + 2 
0,5 EB aa lee 6 Sos Ba ie ee eee — _- 
0,2 | A a 8 sath a ce ae Bi Pe ae Be se oma 
~ (ade wi aid Oe oes oe x +++.) +++ | — 


Somit wird Pepsin durch Kupfer und Zink stark, durch Eisen 
und Kobalt schwach geschidigt, aber durch Nickel findet keine Schadi- 
gung statt. 
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Zur Priifung des zeitlichen Verlaufs der Schidigung wurde die 
Pepsinlésung mit Zink und Kupfer eine kiirzere Zeit und mit den 
anderen Metallen eine langere Zeit als bei dem vorherigen Versuch 
gelassen. 

Tabelle II. 
Nach einem Ystiindigen Kontakt mit Zink und Kupfer. 





Fepetalloung | eee ms 
om Pepsin + Kugler | + Zak 


Sofort nach dem Herausziehen aus dem Eiswasser 
+++ | ++ 
+ ++-+ + 
+ | oe 


Nach einstiindigem Stehen bei 1700 

| tt | oe +++ 
ae | cane ee 
} +++ +44 +++ 
fis oan oar 


Im Vergleich mit der 24stiindig im Kontakt gestandenen Lésung 
ist die Schidigung hier geringer, aber doch deutlich bemerkbar. 


Tabelle ITI. 
Nach dreitigigem Kontakt mit Eisen, Kobalt und Nickel. 





Pepaeiboung | Pepsin +Eisen |  +Kobalt + Nickel 
ccm i | 


Sofort nach dem Herausziehen aus dem Eiswasser 
+++ 
abs 3a 
nF 


Nach einstiindigem Stehen bei 17°C 

= ee ihe 38 i ss 960, ks +++ 
= Tg Se. a a a us as 2 8 7 a 
“pb + wt de ape + +. +. ++ + 
= Fe Bh iL 5 SE § ae 


Erst nach dreitigigem Kontakt wirken Eisen und Kobalt stark 
schidigend ein, aber Nickel weist auch dabei keine Schadigung auf. 

Zusammenfassend laBt sich sagen, daB Pepsin sehr empfindlich 
fir Zink und Kupfer und auch etwas fiir Eisen und Kobalt und vollig 
unempfindlich fir Nickel ist. 

Es wurde dann gepriift, ob das inaktivierte Pepsin durch Glykokoll 
reaktiviert werden kann. Fiir diese Versuche wurde die mit Zink und 
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yf i Kupfer im Kontakt gestandene und dadurch stark geschidigte Pepsin- 
fe | lésung gebraucht. 


ij i: ae Absteigende Mengen der 24 Stunden mit Zink und Kupfer im Kontakt 
a gestandenen Pepsinlésung, aufgefiillt auf je 1 cem Wasser + 0,5 cem 1 pro, 


Glykokollésung + 0,5cem n/10 Salzsiure + 2 cem 5% Gelatine. 


iA ¢ Tabelle IV. 
Mit Glykokoll versetzte Reihe. 
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Sofort nach dem Herausziehen aus dem Eiswasser 

















1,0 | mae ek — Sa 
0,5 ois ee 
0,2 } & —_ —_ 
; 0,1 -- _- 
i; 0 oe nee 
i Nach einstiindigem Stehen bei 17°C 
i ‘ 1,0 | Rey pe = 
: 7 0,1 se es in 
0 ae Se a 
tt 
no 5 ( Kontrollrethe. 
Statt Glykokollésung wurde 0,5 ecm destilliertes Wasser zugesetzt. 
2. ges l| 
ae i ae fog He 2S fs ~~ | : + Zink 
Sofort nach dem Herausziehen aus dem Eiswasser 
1,0 ! Ree <= | cits 
J 0,5 | “+ fs = ACER eg 
z 02 He | = St 
0,1 | _ so ee 
0 | bill | ee | Bist 
Nach einstiindigem Stehen bei 17°C 
1,0 5 i a | £ = 
0,5 Bs ea tes ne 
0,2 : | + os + | me isP _ 
0,1 | +++ _ 


Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, gibt es keinen Unterschied 
zwischen der mit Glykokoll versetzten und der glykokollfreien Reihe. 
Anstatt mit 0,5ccm einer lproz. Lésung wurde dieser Versuch mit 
0,5cem 5proz. Glykokollésung wiederholt. Aber auch hier wurde 
kein Unterschied zwischen den beiden Versuchsreihen gefunden. 

Ferner wurde derselbe Versuch mit einer mit diesen Metallen wihrend 
30 Minuten im Kontakt gestandenen Pepsinlésung und 5 proz. Glykokoll- 
lésung ausgefiihrt, und zwar in gleicher Weise wie beim vorherigen 
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Versuche. Auch hier gab es keinen Unterschied zwischen den beiden 
Versuchsreihen. 

Der Einflu8 des Cyankaliums wurde auch untersucht, und zwar wurden 
die Versuche in folgender Weise ausgefiihrt. Absteigende Mengen der 
24 Stunden mit Zink oder Kupfer im Kontakt gestandenen Pepsinlésung 
mit destilliertem Wasser bis auf 1 cem, + 0,5 ccm 0,1 proz. Cyankalium- 
jisung + 0,5cem n/10 Salzsiure + 2cem Gelatine. Auch hier gab es 
keinen Unterschied zwischen den beiden Versuchsreihen. Statt 0,1 proz. 
Lésung wurde dieser Versuch mit 0,5 cem 1,0 proz. Cyankaliumlésung aus- 
probiert. Aber durch die alkalische Reaktion wird die Pepsinwirkung 
ganz aufgehoben und der Versuch gelingt daher nicht. 

Auf die negativen Reaktivierungsversuche méchten wir keinen 
besonderen Wert legen. Schon vor lingerer Zeit hat Hata!) in Jacobys 
Laboratorium gezeigt, daB bei der Reaktivierung des durch Sublimat 
inaktivierten Pepsins methodische Schwierigkeiten dadurch entstehen, 
daB die Pepsinpriifung bei saurer Reaktion vorgenommen werden muB. 
Dadurch werden die Reaktionsbeziehungen zwischen Enzym, Metallen 
und komplexbildender Substanz so beeinfluBt, da& das MiBlingen 
der Reaktivierung nichts beweist. 

DaB sich Kobalt und Nickel gegeniiber dem Pepsin verschieden 
verhalten, ist von Interesse. Das entspricht auch chemischen Er- 
fahrungen. Bekanntlich bilden Kobalt und Nickel z. B. mit Cyan- 
kalium durchaus voneinander verschiedene komplexe Verbindungen. 


Die Ergebnisse dieser Versuche lassen sich kurz zusammenfassen : 
Pepsin zeigt eine Empfindlichkeit fiir Zink und Kupfer und etwas 
weniger fir Eisen und Kobalt ‘und keine fiir Nickel. 


1) S. Hata, diese Zeitschr. 17, 1909. 
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Uber die Bedeutung des Glykokolls und des Cyankaliums 
fiir die Ureasewirkung. 


Von 
; Tetsugora Takahata. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Juni 1923.) 


Mit der Auffindung der Auxowirkungen der Aminosiuren und des 
Cyankaliums auf die Sojaurease haben Jacoby und seine Mitarbeiter 
ein Forschungsgebiet erschlossen, das bei der weiteren Durcharbeitung 
zu immer neuen Befunden fihrt. In dieser Arbeit sollen Beobachtungen 
geschildert werden, welche auf quantitative Wirkungsbedingungen 
neues Licht werfen und zugleich fiir die Fragen der Inaktivierung 
der Enzyme durch Metalle und der Reaktivierung durch Cyankalium 
und Aminosiuren von Bedeutung sind. 

Die Untersuchungen wurden mit einem sehr wirksamen, amerika- 
nischen Ureasepraiparat ausgefiihrt, das aus Jackbohnen dargestellt 
war. Die Untersuchungsmethode war die gleiche, welche in den Arbeiten 
aus Jacobys Laboratorium friiher angewandt war. 

Zunichst soll gezeigt werden, daB die Urease schon in ganz enormen 
Verdiinnungen, die selbst bei dem hochwirksamen Praparat ohne irgend- 
wie erhebliche Wirkung sind, durch den geringfiigigen Zusatz von 2 mg 
Cyankalium befihigt werden, eine erhebliche Wirkung zu entfalten. 

Bei diesen Versuchen war das Volumen der Versuchslésungen immer 
das gleiche, und zwar wurden immer gemischt 20 ccm Harnstofflésung 
(2%) mit 2 eem Cyankalium (0,1%), die in den Kontrollen durch Wasser 
ersetzt wurden. Dazu kamen 10ccm Ureaselésung der angegebenen Kon- 
zentration, so daB also die Konzentration des Gemisches nur etwa 30°, 


der angegebenen Prozentzahl betrigt. Immer Zusatz von 0,5 cem Toluol 
und 0,3cem Olivenél. Versuchsdauer 20 Stunden. 

















Prozentgehalt | 











Ohn it 2m Prozentgehalt H O Mit 2 

‘Cees | Cyanhealien Cree Teeseen Cysnkaltom | Gases 
0,3 125,3 130,4 0015 | 24 69,2 
0,3 118,7 120,15 001 | 42 65,3 
0,03 13,6 128,7 a Loee ot ees 
0,03 3,5 105,0 0,006 2s | «2 
0,02 115 | 980 0001 | 15 | 7,1 
0,02 29 | 838 RS ee 20 
0,017 103 | 81,0 eae Ok ea 2,0 
0,017 2,5 72,5 _ 1,5 2,6 
0,015 80 | 74,0 
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In den ersten Versuchen von Jacoby waren die Ausschlige der 
(yankaliumversuche noch klein, weil die Ureasekonzentrationen noch 
zu groB waren, um groBe Unterschiede zu ergeben. In spiteren Arbeiten 
konnte schon unter anderen Versuchsbedingungen von gréBeren Aus- 
schlagen berichtet werden. In meinen Versuchen sind die Ausschlige 
um so bedeutender, je kleiner die Fermentmenge war. Mit Glykokoll 
habe ich nur wenige Versuche gemacht. Aber es bestehen zahlreiche 
Erfahrungen im hiesigen Laboratorium, die zeigen, daB die Amino- 
siuren ganz wie das Cyankalium imstande sind, die Wirkung kleinster 
Ureasemengen manifest zu machen. 

Wenn man sieht, daB schon kleinste Ureasemengen durch Cyan- 
kalium oder Glykokoll aktiviert werden, so mu®B man sich fragen, 
welche Bedeutung das fiir die Frage der Metallinaktivierung der Urease 
und der Reaktivierung durch Cyankalium und Glykokoll hat. Da 
ja Jacoby gezeigt hat, da% immer ein aktiver Enzymrest neben dem 
inaktivierten Enzym bestehen bleibt, so wire es ja denkbar, daB dieser 
Rest in vergréBertem MaBstabe durch die Auxostoffe zur Geltung 
kommt. Dann mu man aber annehmen, da8 Cyankalium und Glykokoll 
in gleicher Weise wirken werden, ganz gleich, ob es sich um Metall- 
inaktivierungen handelt, bei denen die eine oder die andere Auxosubstanz 
imstande ist, mit dem Metall komplexe Verbindungen einzugehen. 

Nun liegt schon in Jacobys Versuchen geeignetes Material zur 
Priifung dieser Frage vor. Es hatte sich gezeigt, daB die Quecksilber- 
sublimat-Inaktivierung durch Cyankalium, aber nicht durch Glykokoll 
iiberwunden werden kann, wahrend z. B. die Kupfervergiftung durch 
beide Substanzen reaktiviert werden kann. Ich habe diese Frage noch 
eingehender untersucht und insbesondere auch hier die quantitativen 
Verhaltnisse im einzelnen studiert. 

Zunichst sei in einem Versuche gezeigt, daB bei Inaktivierung der 
Urease mit einer kleinen Quantitaét Kupfersulfat eine Reaktivierung 
sowohl mit Cyankalium wie mit Glykokoll gelingt. 

Es werden gelést 0,004 g Kupfersulfat und 0,005 g Urease in 3 com Wasser. 
Nach einer Stunde werden die iibrigen Reagenzien zugefiigt, und zwar immer 


Harnstoff 1,6g, Toluol 0,5, Olivené] 0,3 g, Wasser bis zu einem Gesamtvolumen 
von 50cem. AuBerdem wechselnde Zusiitze von Glykokoll und Cyankalium. 





~ Glykokoll ° Cyankalium 3 ‘Resultat 
¢ g 


2 20,7 
0,2 70,2 
0,02 143,6 
0,002 - 45,3 
306, 1 
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4,5 ist also der Wert, der bei der Kupfersulfat-Inaktiviering 
iibrigbleibt. Man erkennt, da8 man mit beiden Substanzen (Glykokoll 
und Cyankalium) eine Reaktivierung erzielt. Beim Cyankalium erkennt 
man ein deutliches Optimum. Das steht in Ubereinstimmung mit dem 
Befunde Jacobys, daB gréBere Dosen Cyankalium die Urease schidigen. 

Es werden gelést 0,0005 g HgCl, und 0,005 g Urease in 2cem Wasser. 


Dureh Zufiigung von Phosphatpuffern wird p,, 7,0 sichergestellt.  Sonst 
ganze Anordnung wie im vorigen Versuch. 





Glykokoll | Cyankelium 


Resultat 
8 | & é 
05 | 2582 
5 24,2 
— — 8.8 


Es werden gelést 0,0002 g HgCl, und 0,005 g Urease in 2cem Wasser. Sonst 
alles wie oben, der Versuch wurde gemeinsam mit dem vorigen angestelt, 














Glykokoll | Cyankslium 


Resultat 
rey ee. 273,9 
1 | 9.2 


Man erkennt also die geringfiigige Wirkung selbst ungeheuerer Glyko- 
kolldosen, die ohne weiteres als Auxowirkung auf den Enzymrest erklirt 
werden kénnen, wahrend Cyankalium eine intensive Wirkung ausiibt. 


HgCl, 0,00001, Urease 0,005. 


Glykokoll 1 Gyeakalice, | 











| Resultat 

CR Nee Tecan SERS, PG a ea eee 

0,2 175,2 

0,02 1013 

| 0,002 188,3 

00002 §=—.218.4 

15 | 205,4 

2 22.4 

0,2 5,1 





Es folgen nun einige Versuche, bei denen wir mit der Quecksilber- 
dosis sehr heruntergingen. 











Glykokoll | Cyankalium | Sain. 
g 3 


ns 41,1 


8 - so NTS SR A SS RS ST re 
HgCl, 0,000002, Urease 0,005. 
| 0,02 | 240,3 
25 | | 217.5 
ee eee 6,3 
Hg Cl, 0,000001, Urease 0,01. 
| 0,002 264,3 
0,25 | 411 
15 262,4 
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Wendet man gréBere Metallmengen zur Inaktivierung an, so miB- 
lingt beim Kupfersulfat die Reaktivierung mit Cyankalium, wahrend 
sie mit Glykokoll immer méglich bleibt. Bei der Sublimatinaktivierung 
ist bei den groBen wie bei den kleinen Dosen eine Reaktivierung mit 
Cyankalium zu erreichen, mit’ Glykokoll nicht ausfithrbar. 

Es werden 0,008 g Kupfersulfat mit 0,005 g Urease in 3 cem Wasser 
gelist. AuBer den tiblichen Zusitzen kommen in jede Probe 0,8 g Harn- 
stoff. Das Gesamtvolumen betriagt 50 ccm. 





Glykokoll Cyankalium Resultat 
g ~ 


68,2 
10 74,3 
2,0 Pe 
ote “ | 2,0 


| 
0,02 =| 9,5 
0,3 


Derselbe Versuch ohne Kupfersulfat ergab mit 0,3 g Glykokoll 139,5. 


0,001 HgCl,, 0,005g Urease, sonst wie voriger Versuch. 





Glykokoll | Cyankalium | Resultat 
g g | 


03 | | 1,3 
0,0002 2,4 
0,002 15,6 
0,02 78,9 
05 20,1 
erat Gang ae 1,4 

Derselbe Versuch ohne HgCl, ergab mit 0,002 g Cyankalium 191,5. 

Wir sehen also, daB bei gréBeren Kupferdosen die angewandte 
Cyankaliummenge nur einen mafigen, wenn auch sicheren Effekt 
erzielt. Glykokoll versagte gegeniiber HgCl, vollstiindig. Als Neben- 
befund ergeben die Versuche wieder die enorme Auxowirkung von 
Glykokoll und Cyankalium. 

Anhangsweise sei noch ein Versuch wiedergegeben, welcher zeigt, 
daB NaCN wie KCN wirkt, wihrend KSCN kaum eine Wirkung her- 
vorruft. 

Uberall 0,005 g Urease, Harnstoff 1,6g, Gesamtvolumen 50 ccm. 
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Uber Auxostoffe und kiinstliche Zymogene. 
Von 
Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Juni 1923.) 


Nachdem nunmehr zahlreiche neue Erfahrungen auf dem Gebicte 
der von mir aufgefundenen Auxostoffe der Urease (Aminosiuren, 
Cyankalium) vorliegen, halte ich es fiir notwendig, einige Gesichts. 
punkte zusammenfassend zu beleuchten. 

Immer wieder habe ich die Unverbindlichkeit des Ausdruckes 
,Auxostoffe betont, weil ich mir theoretisch und experimentell be- 
wuBt war, daB der Mechanismus offenbar nicht ganz einfach sein kann. 
Viele Moglichkeiten waren ins Auge gefaBt worden: Zunichst hatte 
man an py-Wirkungen gedacht. Das ist aber nach meinen eigenen 
sowie anderer Erfahrungen, z. B. von Rockwood und Husa!), von Taka- 
hata*) ausgeschlossen. Dann hat man Kolloidschutz des Enzyms 
[ Nakagawa*)] angenommen. Endlich ist die Méglichkeit erértert worden, 
da8 Verbindungen von Harnstoff und Glykokoll zunichst entstehen, die 
dann erst der Ureasewirkung zugiinglich sein sollen [Kato*)]. Ubrigens 
ist die Annahme einer Verbindung von Harnstoff und Aminosiuren, 
welche dann erst von der Urease angegriffen wird, bereits von mir 
und Umeda*) erwogen worden. Wir haben ausdriicklich in unserer 


1) Journ. of biol. Chem. 55, 5—6, Nr. 2, 1923. 

2) Dieses Heft. 

3) Mitt. a. d. med. Fak. d. Kais. Univers. Tokio 28, 383— 427, H. 2,1922. 

*) Diese Zeitschr. 186, 498, 1923. Auf diese Arbeit gehe ich wegen 
ihrer Entstehungsweise nur notgedrungen ein. Die Arbeit ist in meinem 
Laboratorium auf meine Anregung und mit meinen Praparaten begonnen 
worden. Herr Kato kam zu theoretischen Anschauungen, die ich weder 
damals noch heute fiir hinreichend experimentell bewiesen halte. Da er 
mit meinem Vorschlag, die Versuche aus meinem Laboratorium, die Theorie 
aber gesondert unter eigener Verantwortung zu verdéffentlichen, nicht ein- 
verstanden war, verlie} er das Laboratorium, indem er mir die Protokolle 
seiner Versuche zur Weiterfiihrung der Arbeit iiberlieB. Er siedelte dann 
in ein anderes Laboratorium iiber, dessen Leiter zwar ausdriicklich mir 
gegeniiber versicherte, er wiirde das Thema nicht bearbeiten lassen, trotz- 
dem es aber gestattete und sogar erlaubte, daB in meinem Laboratorium 
ausgefiihrte Versuche, ohne es zu erwahnen, von dort aus publiziert wurden. 

5) Diese Zeitschr. 68, 23, 1915. 
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Arbeit vermerkt, daB wir nach der Vorschrift von Lippich Uramino- 
verbindungen von Glykokoll und Leucin dargestellt haben, aber eine 
Ureasewirkung auf diese Substanzen nicht nachweisen konnten. 
Natiirlich halte ich es nicht fiir unméglich, daB in Zukunft jemandem 
der Beweis fiir diese zuerst von mir diskutierte Méglichkeit gliicken 
kénnte. Aber jedenfalls ist die Aufstellung dieser Hypothese, nachdem 
sie bereits von mir und Umeda experimentell erértert worden ist, nicht 
mehr neu. Daf Auxostoffe in wechselnder Menge in den Enzym- 
praparaten vorkommen, war von mir stets vermutet worden. Auch 
diese Annahme ist von Kato nur tibernommen worden. 

Nach den Befunden meines Laboratoriums (Takahata u.a.), 
wonach allerkleinste Mengen Enzym durch Aminosiuren und Cyan- 
kalium manifest und sehr wirksam werden, sind jedenfalls die Auxostoffe 
als etwas Wesentliches zu betrachten. Es besteht durchaus die Méglich- 
keit, die auch zu keiner Behauptung meinerseits im Gegensatz steht, 
daB die Auxostoffe auch irgendwie Schutzwirkungen gegeniiber dem 
Enzym ausiiben. Das haben fiir die von mir und Margarete Falk ent- 
deckte Serumwirkung bereits Rona und Gyérgy!) diskutiert, Nakagawa 
macht diese Annahme fir die Aminosiuren; Willstdtter betont neuerdings 
sehr die Bedeutung von Schutzstoffen zur Erhaltung des Kolloid- 
charakters von Enzymen. Sherman?) hat fiir den Schutz, den die Amino- 
siuren der Pankreasamylase gewihren, angenommen, daf sie als 
Spaltungsprodukte den Zerfall des enzymatisch wirksamen Eiweib- 
molekiils hemmen. Ohne jeden, Grund nimmt Nakagawa an, daB ich 
Auxostoffe mit Aktivatoren identifiziere und polemisiert gegen eine 
derartige Gleichstellung. Das ist ein MiBverstindnis. Denn gerade 
weil ich das nicht annehme, habe ich ja einen neuen Namen gewahlt. 

Klarheit iiber die Auxostoffe mu8 man noch aus einem anderen 
Grunde zu gewinnen versuchen. Seitdem auch Huler und seine Mit- 
arbeiter die Inaktivierung und Reaktivierung von Enzymen zum 
Gegenstand erfolgreicher Untersuchungen gemacht haben, hat dieses 
von mir und meinen Schiilern erschlossene Gebiet sehr an Interesse 
gewonnen. Nun wird die Urease gerade durch diejenigen Substanzen 
reaktiviert, welche zugleich Auxostoffe der Urease sind. Huler hat 
sogar gelegentlich erwogen, als noch nicht so reiches, experimentelles 
Material wie heute vorlag, ob nicht die Cyankaliumwirkung tiberhaupt 
auf einer Beseitigung von Metallspuren in den Enzympraparaten be- 
ruhen kénnte. 

Wenn man sieht, da kleinste Mengen Enzym durch die Auxo- 
stoffe manifest werden, und bedenkt, daB immer ein kleiner Rest Enzym 


1) Diese Zeitschr. 117, 115, 1920. 
2) Proc. of the nat. acad. of sciences (U. 8S. A.) 9, 81, Nr. 3, 1923. 
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neben dem inaktivierten aktiv bleibt, so kénnte man sich vorstellen. 
daB die Aktivierung durch die Auxostoffe einfach in einer Wirkungs. 
verstirkung des aktiv verbliebenen Enzymrestes besteht. Diese ver. 
lockende Hypothese, welche — zunichst fiir die Urease — die Annahime 
reversibler Metallverbindungen der Enzyme, der von mir sogenannten 
,kiinstlichen Zymogene“ tiberfliissig machen wiirde, ist aber mit den 
beobachteten Tatsachen nicht in Einklang zu bringen. Takahata hat in 
Bestatigung und Erweiterung meiner friiheren Befunde in der dieser 
Mitteilung vorangehenden Arbeit gefunden, daB Cyankalium, das mit 
Sublimat komplexe Verbindungen eingeht, durchaus geeigneter ist zur 
Reaktivierung des durch Sublimat inaktivierten Enzyms als die Amino. 
siuren. Hata hat schon vor vielen Jahren in meinem Laboratorium 
ausfiihrlich alle Méglichkeiten durchuntersucht. Wer seine Arbeit 
studiert, kann nicht bezweifeln, daB die durch Metall inaktivierten 
Enzyme auch durch Stoffe ohne jede Auxowirkung reaktiviert werden. 
Endlich sei auf die wichtigen Untersuchungen von Euler und Svanbery 
iiber die Invertininaktivierung und Reaktivierung hingewiesen, welche 
auf anderen Wegen ebenfalls zu der Erkenntnis gelangten, dai} sich 
bei der Inaktivierung reaktivierbare Enzymverbindungen _bilden. 


‘Immer wieder méchte ich betonen, da8 wir uns iiber den Angriffs- 


punkt der inaktivierenden Substanz im gesamten Enzymwirkungs. 
komplex nicht auBern kénnen, bevor die Konstitution nicht bekannt 
oder wenigstens weiter als bisher vorauszusehen ist. Das zu unter- 
streichen, ist mancher schnellen Betrachtung gegeniiber noch nicht 
iiberfliissig. 

Vorliufig sehe ich also keinen Grund ein, irgendwie die zwei 
experimentell aufgefundenen und prazis demonstrierten Tatsachen 
einzuschrinken, daB es erstens Auxostoffe der Enzyme gibt und dal 
auBerdem die Enzyme inaktive, reaktivierbare Verbindungen“eingehen. 
welche ich — wie ich glaube, in berechtigter, physiologischer Voraus- 
sicht — kiinstliche Zymogene genannt habe. Ich méchte diese Aus- 
fiihrungen nicht schlieBen, ohne auf eine neue experimentelle Ge- 
legenheit zur weiteren Klarung hinzuweisen. Bekanntlich hat Margarete 
Falk in meinem Laboratorium gefunden, da8 auf die Urease der Robinia 
pseudacacia die Sojaauxostoffe nicht einwirken. Nakagawa hat das 
bestitigt. Man wird nun versuchen kénnen, die kiinstlichen Zymogene 
der Robiniaurease darzustellen und sie zu reaktivieren. Diese Unter- 
suchungen werden sicherlich das Problem férdern. Sie auszufiihren, 
soll meine Aufgabe sein sobald mir die notwendigen Mittel zu weiteren 
Forschungen zur Verfiigung stehen werden. 
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Wher die Reinigung der Fumarase. 


Von 
Mitsutaro Tsuchihashi. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Hingegangen am 5. Juni 1923.) 


Im Anschlu8 an die Untersuchungen von Batelli und Stern’) 
habe ich auf Anregung von Herrn Professor M. Jacoby einige Versuche 
gemacht, die Fumarase der Leber ein wenig zu isolieren| 

In der Methodik des Fumarsiurenachweises, der fiir diese Arbeit 
nur ein orientierender zu sein brauchte, gingen wir ganz nach Batelli 
und Stern vor, da das einfache Verfahren der Autoren fiir unsere Zwecke 
geniigte. 

Methodisches. 

Die Bestimmung der Wirksamkeit des Ferments wird in folgender 
Weise ausgefiihrt: 

1g Fumarsiure wird in 8,5ccom 2n NaOH unter Erwarmen gelést, 
mit n/10 H,SO, neutralisiert und mit destilliertem Wasser bis auf 50 ccm 
aufgefiillt. Mit je 5ccm dieser so hergestellten Fumarsiurenatronlésung 
werden absteigende Mengen der zu priifenden Lésung versetzt und 15 Minuten 
im Brutofen bei 37°C stehengelassen. Nach Ablauf dieser Zeit werden diese 
Gemische, mit 2 ccm 1,75 proz. Formalinlésung versetzt, sofort aufgekocht 
und filtriert. Die gewonnenen klaren Filtrate werden mit je 3ccm Alkohol 
absolut: und dann mit 5ccm Eisenchlorid versetzt. Die durch iibrig- 
gebliebene Fumarsiure hervorgerufenen Niederschlige werden in graduierten 
Zentrifugierglischen stark zentrifugiert. Die Mengen der Niederschlige 
werden durch die Skala der graduierten Glischen ungefihr in Kubikzenti- 
metern ausgedriickt. 

Experimentelles. 
Als Ausgangslésung wird gepulverter Leberextrakt — hergestellt 
aus Menschenleber — benutzt. Die Pulver werden z. B. in folgender 
Weise hergestellt: 190g klein gehackte und méglichst blutfreie Leber 


1) Soc, de Biol. 1921, S. 305. 
Biochemische Zeitschrift Band 140. 
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werden mit 190 ccm destilliertem Wasser und etwa 4cem Toluol vor. 
setzt, ordentlich durchgemischt und etwa 24 Stunden im Eisschrank 
stehengelassen. Danach wird die Mischung koliert und die erhaltene 
triibe, dunkelbraune Lésung im Faust-Heimschen Apparat getrocknet. 
Das erhaltene Pulver wiegt 47,6g. Das Pulver lést sich im Wasser 
volistandig. Die Wirksamkeit desselben ist folgende. Es wird 1 proz. 
in destilliertem Wasser gelést und zum Teil filtriert und zum Tei 
unfiltriert gepriift. 














com || Unfiltriert. | Filtriert. 
ae inte abe eek 
1,0 2,5 2,2 
015 orem 


0 59 | ~ 


Wie ersichtlich ist, ist die Pulverlésung wirksam. Die Extraktion 
dauerte immer 24 Stunden, denn dabei ist die Wirksamkeit am gréBten, 
wie aus dem nichsten Versuche hervorgeht. 

50g gehackte Leber werden mit 50ccm destilliertem Wasser und 2ccm 
Toluol versetzt und ordentlich durchgeschiittelt. Ein Gemisch wird nach 
10 Minuten und ein zweites nach 24stiindigem und ein drittes nach 48stiin- 


digem Aufbewahren im Eisschrank koliert. Die Wirksamkeit dieser kolierten 
Lésungen ist folgende: 





























ecm | ‘ 10 Minuten | 24 Stunden 48 Stunden 
2,0 schwache Triibung | schwache Triibung | schwache Triibung 
1,0 i 13 0, 0,8 

05 | 3,5 2,9 | 3,0 

0 5,9 | 5,8 5,9 


Zuerst habe ich versucht, das Ferment mit Methylalkohol zu 
reinigen. Zu diesem Zwecke wurde eine 1 proz. Pulverlésung mit einer 
gleichen oder doppelten Menge von Methylalkohol versetzt und der 
erhaltene Niederschlag in destilliertem Wasser aufgeschwemmt und 
abfiltriert. Die erhaltene klare, blaBgelbe Lésung wurde sofort oder 
getrocknet untersucht. Aber die Resultate waren nicht befriedigend. 
Nach diesem Versuche habe ich die fraktionierte Aussalzung des Ferments 
mit Ammonsulfat versucht, und zwar zuerst die Fraktionierung mit 
33-, 50- und 100proz. Sattigung ausgefihrt. 

5,0g Pulver werden in 50ccm destilliertem Wasser gelést und abfiltriert. 
30 cem dieses Filtrats werden mit 14,8 cem gesittigter Ammonsulfatlésung 
versetzt (33 proz. Sattigung) und nach 1 Stunde abfiltriert. Das Filtrat ist 
dunkelbraun und betragt 43 ccm (Filtrat 1). Der Niederschlag wird zwischen 
Filtrierpapier gut gepreBt und mit 30 ccm destilliertem Wasser versetzt. 


Es lést sich schlecht. Es wird abfiltriert. Das erhaltene Filtrat ist klar 
blaBgelb, zeigt aber spiter eine schwache Triibung (Fraktion I). 
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Das Filtrat 1 (= 43 ccm, welches also aus 28,8 cem Pulverlésung und 
14,2 cem gesittigter Ammonsulfatlésung besteht) wird mit 14,6 cem ge- 
sittigter Ammonsulfatlésung versetzt (50 proz. Sattigung) und nach | Stunde 
abfiltriert. Ein klares braunes Filtrat wird in einer Menge von 50 ccm 
erhalten (Filtrat 2). Der Niederschlag wird ebenfalls zwischen Filtrier- 
papier getrocknet und mit 28,8 ccm destilliertem Wasser versetzt. Er lést 
sich fast volistandig. Es wird abfiltriert. Das erhaltene Filtrat ist klar 
braun, aber spiter tritt eine schwache Triibung ein (Fraktiox I). 

Das Filtrat (50 ccm, welches aus 25cem Pulverlésung und 25 ecm 
gesiittigter Ammonsulfatlosung besteht) wird mit Ammonsulfatpulver auf 
volistandige Sattigung gebracht und nach | Stunde abfiltriert. Der Nieder- 
schlag ‘wird ebenfalls zwischen Filtrierpapier getrocknet und in 25 ccm 
destilliertem Wasser gelést. Er lost sich fast vollstandig. Er wird filtriert. 
Das Filtrat ist anfangs klar braun, aber zeigt spiter auch eine schwache 
Triibung (Fraktion III). Die Fraktionen zeigen die folgenden Wirksamkeiten: 








iii | Fraktion I | Fraktion II Fraktion III 
||(33% Sattigung) | (50% Sattigung) (100°, Sattigung) 


3,9 — 2,3 
5,4 schwache Triibung 4,0 
2,0 5,2 
6,1 5,9 6,0 


Wie aus dieser Tabelle ersichtlich ist, geht das Ferment zum gréBten 
Teil in den Niederschlag bei 50proz. Sattigung itiber, aber in den anderen 
Niederschlagen ist ebenfalls eine schwache fermentative Wirksamkeit 


zu beobachten. Weiter ist die Fraktionierung durch 30-, 65- und 100 proz. 
Sattigung von Ammonsulfat auggefiihrt worden. 

70 ccm einer | proz. filtrierten Pulverlésung werden in gleicher Weise 
wie oben behandelt. Dabei lést sich der Niederschlag bei 30proz. Satti- 
gung im Wasser fast nicht, dagegen die anderen Niederschlage fast 
vollstandig; aber nachher weisen diese klaren Lésungen eine schwache 
Triibung auf. 











| FraktionI | Fraktion I! | Fraktion I 
I (30% Sattigung) | (65% Sattigung) (100%) Sattigung) 





a ee eo cae 
6,2 1,4 5,0 
= 3,4 5,6 
6,2 6,2 6,0 

Wie ersichtlich ist, findet sich die gréBte Menge des Ferments 
in der Fraktion zwischen 30- und 65proz. Sittigung, aber noch etwas 
in der Fraktion zwischen 65- und 100proz. Sattigung. 

In einem weiteren Versuche habe ich die Fraktionierung durch 
30-, 85- und 100proz. Siattigung ausgefiihrt. 

35 cem einer 1 proz. filtrierten Pulverlésung werden in gleicher Weise 
wie oben behandelt. Der Niederschlag bei 30 proz. Sattigung lést sich im 
Wasser fast nicht, dagegen derjenige bei 85 proz. Sattigung fast vollstandig. 
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Nach 85 proz. Sattigung der Losung ruft Ammonsulfat keine merk!.re 
Tribung mehr hervor. 





Fraktion I | Fraktion II 


—_ (30|p Sattigung) | (85%, Sattigung) 

50 «6|-~lgs ie 

1,0 — 2,8 

0,5 -— 4,3 

0 6,1 6,1 1g 


Wie ersichtlich ist, wird das Ferment fast vollstandig durch die 
30- bis 85proz. Sattigung des Ammonsulfats ausgesalzen. Diese 
Lésung zeigt eine braune Farbe und ist anfangs klar, aber nachher 
tritt eine schwache Triibung ein. Am folgenden Tage wird diese getriibte 
Lésung, zum Teil filtriert und zum Teil unfiltriert, gepriift. 











com ““Unfiltriert | Piltrlert 
2.0 One| 14 
1,0 Pee oe 
0 aa 


Diese Lésung wird mit ein paar Tropfen Toluol versetzt und in 
einer Flasche im Eisschrank aufbewahrt. Nach etwa 2 Wochen besitzt 
diese Lésung noch eine gewisse Wirksamkeit, wie aus der nichsten 
Tabelle hervorgeht. Dabei ist die Lésung stark getriibt, daher wird 
sie abfiltriert. 














ccm Filtriert 
20 | 2,4 
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0 59 


Die Fermentlésung, welche mit 30- bis 85proz. Siattigung des 
Ammonsulfats ausgesalzen und in Wasser gelést war, wird gepulvert 
und gepriift: 

19,0 g Pulver werden in 190 com Wasser gelést. Die erhaltene triibe 
Lésung betrigt 202 cem. Dazu kommen 86,6 ccm gesittigte Ammonsulfat- 
lésung (30proz. Sattigung), der Niederschlag wird abfiltriert. Das er- 
haltene Filtrat (= 230ccm) wird mit 843,3 ccm gesittigter Ammonsulfat- 
lésung versetzt und nach 1 Tage abfiltriert. Der Niederschlag wird mit 
85 proz. Ammonsulfatlésung ausgewaschen, zwischen Filtrierpapier ge- 
trocknet und in 161 ccm destilliertem Wasser gelést. Er lést sich fast voll- 
standig. Er‘wird abfiltriert. Das Filtrat betragt 172ccm, und ein Teil wird 
sofort gepriift. 
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Ein anderer Teil dieser Lésung (= 160 ccm) wird im Faust-Heim- 
schen Apparat getrocknet. Das Pulver betrigt 10,3 g. 

1,0g dieses Pulvers wird in 20 ccm destilliertem Wasser geldst. 
Es lést sich nicht vollstindig. Diese Pulverlésung wird, zum Teil 
filtriert und zum Teil unfiltriert, gepriift. 





com Unfiltriert Filtriert 


eae 48 


6,1 
6,3 


0,5 

0 

Wie ersichtlich ist, hat die Fermentlésung durch die Trocknung 
stark an Wirksamkeit eingebiBt. Dieses Pulver lést sich auch schlecht 
in Kochsalzlésung, und die filtrierte Lésung wirkt ebenso schlecht. 


1,0 | 5,0 
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Uber die Bildung der Bakterienurease. 


Von 
Tetsugora Takahata. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Juni 1923.) 


Jacoby") hat gefunden, daB Zusatz von EiweiBleucin zu Kulturen 
von Proteusbakterien eine Steigerung der Ureasebildung bewirkt. 
Benutet man Kulturen, die in mehreren Generationen auf eiwei(- 
freiem Niahrboden von bekannter, einfacher Zusammensetzung ge- 
wachsen waren, kommt eine irgendwie erhebliche Ureasebildung iiber- 
haupt erst nach dem Leucinzusatz zustande. Mit anderen Amino. 
siuren war der Effekt nicht erzielbar. Um den Fund weiter zu 
analysieren, erschien es wiinschenswert, zu priifen, wie die Urease- 
bildung unter dem Einflu8 von Leucin von pg abhingig ist. Diese 
Untersuchung habe ich auf Veranlassung von Herrn Professor Jacoby 
ausgefiihrt. 

Durch Zusatz von Sérensenschem Phosphatgemisch wurde p,, variiert 
und untersucht, inwiefern dadurch die Ureasebildung beeinflu8t wird. 

Die Kulturen waren auf folgendem Nahrboden, den auch Jacoby an- 
gewandt hatte, geziichtet worden: 6g Chlornatrium, 0,4 g Magnesium- 
sulfat, 0,5 g Dikaliumphosphat, 0,05 g Chlorcalcium, 4g asparaginsaures 
Natrium und 3g milchsaures Natrium auf 1 Liter Wasser. 

Es wurden immer gemischt 20 cem Phosphatmischung (m/15), 
leem Kultur, 10 cem Wasser, die 0,05 g Leucin (aus Eiwei8) enthielten, 
in den Kontrollen dafiir 10ccm Wasser, 20cem Harnstofflésung (2 proz.). 
Jeder Probe wurden 0,3 ccm Olivené!] gegen das Schiumen der Fliissigkeit 
gugefiigt. Brutschrankdauer 20 Stunden, 

Zunichst wurde bei einer Kultur, die auf dem oben erwahnten 
Nahrboden 5 Tage gewachsen war, pa = 7,2 festgestellt und dann die 
Ureasebildung bestimmt. Man erhielt: 

Mit Leucin 38,9 Ohne Leucin 4,4. 


1) Diese Zeitschr. 81, 332, 1917. 
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Dann wurde bei einer sechstigigen Kultur mit Phosphatmischungen 
verschiedene py hergestellt. Es ergab sich: 





Pu Mit Leucin Ohne Leucin 


8,302 31,1 3,55 
6,976 48,65 8,25 
4,529 | 35,05 2,25 


Drei weitere Versuche zeigen die Abhingigkeit von py. Sie sind 
alle mit Leucin angesetzt. 





Pe ee es eg mi fn | I 1 


3302 | 35,45 3225 | 361 | 6976 43,95 429°) 484 
8,038 | 38,35 35,35 38,95 6,239 41,25 — 47,0 
7,648 39,9 38,95 | 46,8 4,529 33,9 29,95 35,1 

Es zeigt sich also, daB die Ureasebildung ihr Optimum beim Neutral- 
punkt hat, von dem sie nach beiden Seiten nur langsam abfallt. 














Uber die Gewinnung einer Urease-Enzymlésung aus Bakterien. 


Von 
Tetsugora Takahata. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
: in Berlin.) 
(Eingegangen am 5. Juni 1923.) 


Vor einigen Jahren hat Jacoby") eine Methode beschrieben, aus 
Proteusbakterien ein Praparat darzustellen, das auch nach langerer 
Einwirkung von Toluol imstande war, Harnstoff zu spalten. Damit 
war im Prinzip gezeigt, daB man aus den Bakterien eine Urease ge- 
winnen kann. In Jacobys Mitteilung wurden weitere Untersuchungen 
in Aussicht gestellt, die das Ziel verfolgen sollten, das Enzym in eine 
lésliche Form iiberzufiihren. Dieser Aufgabe habe ich mich auf Auf- 
forderung von Herrn Professor Jacoby unterzogen. 

Die Ziichtung der Proteusbakterien wurde wie bei Jacobys Versuchen 
in Kolleschen Flaschen auf Agar als Massenkultur vorgenommen. Wir 
verwandten einen Stamm, der sehr gut Harnstoff spaltet. 

In der ersten Versuchsreihe haben wir die von dem Agar abge- 
schabten Bakterien auf Tontellern getrocknet. 

0,25 g des so erhaltenen Pulvers wurden in 25ccem Sérensenscher 
Phosphatmischung (p,, 7,65) aufgenommen. Nach 30 Minuten wird zentri- 
fugiert, der Extrakt noch zweimal filtriert. Man erhielt hier, wie auch in 


den spiteren Versuchen, eine sehr triibe Lésung. Die Ureasepriifungen 
wurden immer mit Toluolzusatz ausgefiihrt. 


10cem des Filtrats (entsprechend 0,1 g Pulver) 


I ca Se a aK oc 6,45 
10cem des Filtrats mit Phosphat neutralisiert 

iN a Ee EAS 33,40 
Der Filterrickstand ergab. .......2... 14,8 . 


0,15 g desselben Pulvers werden in 15 ccm Phosphatmischung 
(pa = 7,0) aufgenommen. i 
10 ccm Filtrat (= 0,1 g Pulver) ergeben ... . 25,9 
Der Filterrickstand ergab. .......... 9,1 


1) Diese Zeitschr. 84, 354, 1917. 
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Bei den nachsten Versuchen wurden die Bakterien nicht auf Ton- 
tellern, sondern auf Glasschalen getrocknet. 
0,25 g des Pulvers werden mit 50 ccm Phosphatmischung (py = 7,65) 
15 Minuten extrahiert, zentrifugiert und zweimal filtriert. 
20 cem Filtrat (= 0,1 g) mit Phosphat neutralisiert 40,3 
0,25 g des Pulvers werden mit 50 ccm Wasser 15 Minuten 
extrahiert, zentrifugiert und zweimal filtriert. 
W.com Wiltrat (= O,lg)........ 22,3 
20 ccm Filtrat + 20 ccm Phosphatlisung baie ac = 7 0) 36, 
0,1 g Pulver extrahiert mit 20 cem Phosphat (py = 8,3) 2 Stunden 
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bit extrahiert usw. 
Das Filteat neutralisiert.-. . 2 6 Sesci es 40,5 
Riickstand mit 20ccm neutralem Phosphat. . . 60,2 
0,1g Pulver extrahiert 20ccm Phosphat (pq = 7,0) 2 Stun- 
|» aus den usw. Bag 
gerer Se 5 Pk ass Ss eS. 39,6 an 
amit Riickstand mit 20 ccm neutralem Phosphat. . . 59,1 te 
 &- 0,1 g Pulver extrahiert mit 20 cem Phosphat (pq = 4,53) 2 Stun- 
~ den usw. i. 
jared watt meeenenass oo ORS 37,2 eo 
Auf- Riickstand mit 20ccm neutralem Phosphat. . . 56,9 
Bei dem nichsten Versuch wurde ein besonders wirksames Pulver 
od verwandt, das ebenfalls durch Trocknen in einer Glasschale ge- 
wonnen war. 
bge- 0,1g Pulver wurde mit Sérensens Glykokoll-NaOH-Mischung 
(pa = 8,93) 2 Stunden extrahiert, wie immer zentrifugiert und zweimal 
h filtriert. 
0 wuwret moutralisiort . 0 ww ee ec et 95,2 
h in Riickstand + 0,3g Glykokoll ......... 109,4 
gen 0,1 g Pulver 2 Stunden mit Wasser extrahiert usw. 
Filtrat + 0,3g Glykokoll ........... 105,2 
Riickstand ohne Glykokoll .......... 72,7 
Es ist also gelungen, Lésungen herzustellen, die eine gute Wirkung 
der Bakterienurease zeigen. Allerdings sind die Lésungen tribe. 
Aber da sie in toluolgesattigtem Zustande nach Zentrifugieren und 
zweimaligem Filtrieren wirksam sind, besteht kein Grund, daran zu 
ing zweifeln, daB wir ein lésliches Enzym vor uns haben. 





Es scheint, daB die Extraktion des Enzyms bei verschiedener 
Reaktion der Flissigkeit gelingt und die Wirkung durch verschiedene 
Zusitze verstarkt wird. 

Mit Sicherheit gelang es uns nur, den. getrockneten Bakterien 
das Enzym zu entziehen. Wenn wir fliissige Kulturen mit Chloroform 
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schiittelten oder mit Methylalkohol ausfillten, erzielten wir keine 
Wirkung. Nach Toluolzusatz zu flissigen Kulturen wurde zwar noch 
eine kleine Wirkung erzielt, jedoch wurden diese Lésungen durch 
Filtration unwirksam. Anscheinend handelte es sich nur um dic 
Wirkung von lebenden Bakterien, die der Toluolbehandlung wider. 
standen haben. 

Aufgabe weiterer Untersuchungen wird es sein, aus den gut wirk- 
samen Enzymlésungen die Bakterienurease mit geeigneter Methodik 
weiter zu isolieren. 

Fir die Versuche wurden Mittel verwandt, welche Herrn Prof. 
Dr. Martin Jacoby von der Hojimi-Hoshi-Stiftung in dankenswerter 
Weise zur Verfiigung gestellt waren. 
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Von 


J. Hagihara aus Japan. 






(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 







(Eingegangen am 5. Juni 1923.) 





In seinen Versuchen iiber Bakterienkatalase ist Jacoby!) von Nahr- 
béden einfacher und bekannter Zusammensetzung ausgegangen, auf : 
denen er Proteusbakterien wachsen lieB. Aus den Kulturen konnten : 
dann durch Fallung mit Methylalkohol Fermentpriparate dargestellt 
werden, welche eine gute Katalasewirkung hatten. Die Methylalkohol- 
niederschlige wurden mit Wasser extrahiert und die Ausziige im Faust- 
Heimschen Apparat eingedunstet. Der N-Gehalt von drei so gewonnenen 
Praiparaten betrug 10,1, 10,1 und 9,9%. Die Versuche wurden nur als 
Vorversuche angesehen und gleich hervorgehoben, da es sich nur 
um eine vorliufige Orientierung handelt. 
Auf Veranlassung von Herrn Professor Martin Jacoby habe ich 
die Versuche wieder aufgenommen, um mit Hilfe der Mikromethodik 
weiteres Material zur Frage der Zusammensetzung der Katalase- 
priparate beizubringen. 
Wir lieBen die Proteusbakterien wieder auf einem Nahrboden von 
folgender Zusammensetzung wachsen: 6g Chlornatrium, 0,4g Mag- 
nesiumsulfat, 0,5g Dikaliumphosphat, 0,05 g Chlorcalcium, 4g asparagin- 
saures Natrium und 3g milchsaures Natrium auf 1 Liter Wasser. 
Nach mehrtigigem Wachstum wurde mit der doppelten Menge Methyl- 
alkohol ausgefallt, die gewaschenen Niederschlige schnell in Wasser 
aufgenommen, die Extrakte am niachsten Tage nach Aufbewahrung 
im Eisschrank filtriert. Die Lésungen kamen dann direkt zur Unter- 



























1) Martin Jacoby, Uber Bakterienkatalase I—III; diese Zeitschr. 89, 
350; 92, 129; 95, 124. 
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suchung. Es ist verstindlich, daB die Priparate nicht gleichmatiy 
wirksam waren, da die Léslichkeit der Bakterienkatalase sehr la}! 
ist und bei Verarbeitung gréBerer Quantititen leicht Verluste eintreten, 
Die Wirksamkeit wurde jedesmal besonders bestimmt. 


Die Katalasebestimmungen wurden in der Kalte vorgenommen, indem 
verschiedene Mengen der Fermentlésungen mit H,O, 30 Minuten zusammen. 
gebracht wurden. Die in den Tabellen wiedergegebenen Zahlen bedeuten 
die Menge zersetzten H,O,, ausgedriickt in n/10 Kaliumpermanganat, 
bezogen auf 100 ccm Fermentlésung. Die Zahlen sind durch Multiplikation 
aus dem 1 ccm-Wert mit 100 erhalten. 

Die N-Bestimmungen wurden mit der Mikro-Kjeldahlmethode nach 
Bang ausgefiihrt. In den Tabellen sind die Versuche benutzt, bei denen 


die Wirksamkeit der Katalase waihrend der Darstellung nicht zu erheblich 
abgenommen hat. 








Katalasewerte HI N in 100 com Lésung 

















whee i %% der alee sat 
Praparat Ausgangss Gereinigtes || ¥tSpriinglichen } Ausgangss Gereinigtes 
|| priiparat Priperat | Wirkung | Priparat — 
a eae sm 0—Cld| Csi 34,72 1,015 
II } 420 260 i 62 | 34,16 0,735 
iit | 530 410 | 77 30,66 1,05 
IV | 330 230 \ 70 23,8 0,56 





Fir gleiche Katalasewerte (100) ergeben sich beim Ausgangs- 
material und bei den gereinigten Priiparaten folgende N-Werte: 











Priiparat | Ausgangspriparat | Gereinigtes Praparat 
I | 7,89 0,274 
II | 8,13 0,283 
re 5,79 0,256 
Iv. | 721 0.244 





Berechnet man, wie groB die N-Zahlen sind, die den Katalase- 
werten der Ausgangspriparate entsprechen, so erhalt man fir die 


gereinigten Praiparate von gleichem Katalasewert folgende Vergleichs- 
zahlen: ! 








| 











A %% des 
S A s | Ge igt j Ree 
Praparat pert | Hao | pe 
1 | 472 1207 | 36 
Tr | 416 1187 | 3,5 
III | 30,66 1367 | 44 
Iv | 238 0,804 3,5 


Bei Praparat III und IV wurde der Trockengehalt und der Asche- 
gehalt der Fermentlésungen bestimmt. 
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Es ergaben sich fiir 1g aschefreie Trockensubstanz folgende 
Katalasewerte : 





Priiperat Vor der Reinigung Nach der Ritalgins 
Ill | 1218 27 333 
IV 805 23 000 


Der N-Gehalt der aschefreien Substanz betrigt bei: 





Praparat Vor der Reinigung Nach der Reinigung 


ul 7% 7% 
eee 5,7% 5,6% 

Bestimmungen nach Soerensen ergaben, daB in den Ausgangs- 
priaparaten etwa 91,5°% des N nach Soerensen bestimmbar ist, also als 
Aminosiuren- oder Ammoniak-N anzusehen ist. In den gereinigten 
Priparaten finden sich nur Spuren Soerensen-N. 


Trockensubstanz und Asche. 





Vor der Nach der 
Reinigung | Reinigung 


1,265 | 0,024 

1,3 | 0,03 

083 | 0,01 

f IV 089 0,02 
Aschefreie Trockensubst. III 0,435 0,015 
z a IV 041 0,01 

Es ist also auf dem nach dem Vorgehen von Jacoby eingeschlagenen 
Wege gelungen, recht reine Priiparate zu erhalten. Man erkennt, daB 
nur ein kleiner Teil der in den urspriinglichen Priiparaten enthaltenen 
Substanzmengen mit dem Enzym in Beziehung steht. Von Interesse 
ist, daB der Aminosiuren- bzw. Ammoniak-N im wesentlichen nichts 
mit dem Enzym zu tun hat. Damit ist natiirlich nicht ausgeschlossen, 
daB die geringen N-Mengen, die dem Enzym als solchem angehdéren 
kénnen, trotzdem aus Aminosiuren-N bestehen. 

In den neuen gereinigten Praiparaten haben wir einen geringeren 
N-Gehalt in der aschefreien Trockensubstanz gefunden, als Jacoby 
sie bei seinen Priparaten festgestellt hatte. Man kénnte darin den 
Ausdruck einer vorgeschrittenen Isolierung des Enzyms sehen. Wenn 
man aber beachtet, daB die Ausgangspriiparate denselben N-Gehalt 
der aschefreien Trockensubstanz aufweisen, wie die gereinigten, aus 
ihnen dargestellten Priiparate, so folgt daraus, da8 man den N-Gehalt 
nicht hoch bewerten kann. Der wahre Ausdruck der erzielten Reinigung 
der Enzympriparate ist in der Verminderung der Asche zu erkennen. 
Vergleicht man, wieviel N und wieviel Asche vor und nach der Reinigung 











174 J. Hagihara: Bakterienkatalase. IV. 


auf die gleiche Katalasewirkung kommt, so erhalt man einen Ausdru: | 
des erzielten Fortschritts. 

Auf den gleichen Katalasewert kommt nur 3,7% des vorher vor- 
handenen N und nur 3,9 % der vorher vorhandenen aschefreien Trocke:- 
substanz. 

Jedenfalls sind wir zu sehr reinen und wirksamen Praparaten 
bei der Katalasebildung auf chemisch bekanntem Niahrboden gelangt. 
Es ist nur eine Frage der Hilfsmittel des Laboratoriums, fiir weitere 
Isolierungen zu ausreichenden Substanzmengen reiner Priaparate zu 
gelangen. Welche Wege dabei einzuschlagen sind, ist ja aus dem all- 
gemeinen Stande der Forschung ohne weiteres ersichtlich. Es liegt 
nahe, sich an die von T'suchihashi') fir die Blutkatalase angewandte 
Methodik anzulehnen. 


1) Dieses Heft der Zeitschrift. 








Uber die Sekretion und Aktivitit der Speichelamylase. 


Von 
Hans Pringsheim und Harald Gorodiski. 
(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 4. Juni 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Angaben der Literatur!) iiber die Sekretion der Speichel- 
amylase beim Menschen sind recht unsicher und zum Teil widersprechend. 
Nicht nur die individuellen Schwankungen, sondern auch die Schwan- 
kungen in der amylolytischen Kraft des Speichels bei demselben 
Individuum sollen sehr betrichtlich sein. Wie wir in folgendem zeigen 
werden, sind diese Divergenzen sicherlich hauptsichlich auf die Fehler- 
quellen zuriickzufiihren, mit denen die Methode der Versuchsanstellung 
in den zuriickliegenden Untersuchungen belastet war. Zum Teil erkliren 
sich diese Fehler durch die seinerzeit nicht geniigend entwickelte 
Kenntnis von der Beeinflussung der Enzymwirkung durch auBere 
Faktoren, vornehmlich durch die Aziditaétsbedingungen, zum Teil 
sind sie auf eine ungeeignete Entnahme des Speichelsekrets zuriick- 
zufiihren, nicht zum wenigsten diirfte endlich zu den Miferfolgen 
die unsichere, auf das Verschwinden der Jodreaktion gegriindete, Ver- 
folgung des Starkeabbaues zuriickzufiihren sein. 

Wir haben diese Fehlerquellen vermieden, den Speichel beim 
Optimum seiner Wasserstoffionenkonzentration von py = 6,2 bei 
Gegenwart von Phosphatpuffern und in Anwesenheit der nétigen 
Kochsalzmenge auf die Starke einwirken lassen und den Fortgang der 
Spaltung durch die Zuckerbildung bestimmt nach der Bertrand- 
schen Methode, und in geeigneten Intervallen bis zu einer etwa 50proz. 
Spaltung der Starke verfolgt. Anfangs fanden wir trotz dieser ver- 
laBlichen Versuchsanstellung Schwankungen in der Aktivitat des 
Speichels, welche ein klares Ergebnis unserer Versuche zunichte gemacht 
hitten. Als wir jedoch dazu iibergingen, den Speichel nach einem 
gleichartigen Friihstiick, bestehend aus: zwei Schnitten Graubrot 


1) Vgl. F. N. Schulz in Oppenheimer, Handb. d. Biochem. Bd. III, 
1. Halfte, S. 37. 
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(Markenbrot) mit Butter und zwei Tassen Kakao, nach Verlauf einer 
Stunde wahrend 30 Minuten mit Hilfe eines Schwimmchens von 
MandarinengréBe zu sammeln, erzielten wir einerseits eine tiberraschend 
gute Ubereinstimmung in der Menge des abgesonderten Speichels 
wie auch eine sehr gute Ubereinstimmung der starkespaltenden Aktivitit 
von Durchschnittsproben, welche wir dem aufgesammelten Speiche! 
entnahmen. 

Diese Versuche wurden wihrend mehrerer Wochen an zwei Versuchs.- 
personen dem einen-von uns (Gor.) und einem anderen, Herrn cand. chem. 
Kurt Goldstein (God.), der sich uns in dankenswerter Weise zur Ver. 
fiigung stellte, ausgefiihrt; auch zwischen diesen beiden gleichaltrigen 
Personen mit gesunden Gebissen waren weder in der Speichelmenge, 
noch in der Aktivitét wesentliche Unterschiede aufzufinden. 

Nachdem wir so bei unseren beiden Versuchspersonen einen 
Standard der Sekretion und Aktivitat des Speichels festgelegt hatten, 
gingen wir dazu tiber, den von zahnirztlicher Seite zur Erklarung 
klinischer Beobachtungen angenommenen LEinflu8 zu_priifen, der 
eventuell auf diese beiden Faktoren durch radioaktive Zahnputzmittel 
ausgeiibt werden kénnte. Zu diesem Zwecke wurden die Zahne kurz 
vor der Speichelentnahme wahrend 2 Minuten mittels einer Zahn- 
biirste, die mit einem 2cm langen Stiick einer inaktiven oder radio- 
aktiven Zahnpaste bestrichen war, kraftig geputzt. Am Anfang fiihrten 
wir diese Versuche mit dem so gewonnenen Speichel in zweitigigen 
Abstiinden aus, schlieBlich gingen wir dazu iiber, lingere Intervalle 
von einer Woche eintreten zu lassen, wobei jedoch das Putzen mit der 
aktiven Paste alle Tage vorgenommen wurde; immer blieb das Resultat 
in bezug auf Sekretion und Aktivitét das gleiche. Eine radioaktive 
Nachwirkung kann nicht eingetreten sein, da wir die Versuche bis 
zu sechs Wochen ausdehnten. An diesem Resultate wurde auch nichts 
geaindert, als wir an Stelle der Paste mit 50 Macheinheiten pro Tube 
von 30ccm ein sonst gleiches Praparat von zehnfacher radioaktiver 
Wirkungskraft waihrend zweier Wochen benutzten, 

Das Resultat unserer Feststellungen ist also ein durchaus iiber- 
sichtliches und einheitliches. Es bleibt uns jetzt noch zu priifen, ob 
in bezug auf Sekretion und Aktivitat des Speichels regelmaBige Tages- 
schwankungen aufzufinden sein werden, und ob die Art der Nahrung 
von Einflu8 auf diese beiden Faktoren ist. Wir kommen hierauf baid 
zuriick. 

Die Resultate unserer Versuche sind am besten aus den nachstehen- 
den drei Tabellen zu entnehmen. 

Die erste Tabelle enthalt die Versuche, in denen wir in jedem 
einzelnen Falle auf einmal etwa 14, 2 oder 4 ccm Speichel ohne Schwimm- 
chen entnahmen; die zweite Tabelle enthalt die Versuche der Person 





14. 
15. 
16. 
17, 
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f einer [J or. und die dritte der Person God. ; in diesen beiden Versuchsreihen wurde 

= von der Durchschnittsspeichelprobe immer 44ccm Speichel entnommen. 

schend Wir verwandten immer 50 ccm einer 2proz. Lésung von léslicher 

eichels Stirke (Kahlbaum) (auf absolut trockene Substanz berechnet) mit 

ote 2° Kochsalz und 20 ccm Phosphatpuffern') bei Gegenwart von etwas 
1chel 

2 Tabelle I. Gor. 

‘suchs.- Normaler Bo sesoee 











‘chem. : Entnommene Maltese i in n Ay 
r Ver. Datum Speichelmenge sient eats a 
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2 
4 
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atten ? Entnommene 
ljérung | Speichelmenge 


1, der : Hana ON ; 
mitte] . Tl. | Ye 
> kurz | i 
Zahn- “a 
radio- 


ihrten nay PACS 7 
| tm 30 Minuten | Entnomment | 


igigen Spee Speichelmenge |— — -- 
rvalle | y je Sat Beal) Bree 


it der Ohne Pest 


sultat ; 22%, | 15 | 22 | 29 
a e . |i 74 | 
© bis 1/2 6 | 13 | 19 | 


nichts Inaktive Paste 


Tube ae 233/, % | 6 | 16 | 22 | 
<tiver . | = =619% A 7 | | | 

Paste mit 50 Macheinheiten 
tiber- a BIH 15 22 
n, ob _ it) 23 | eS 
it cae | 20 15 (19 
ages- I. | 17 12 | 16 | 23 | 
rung » tT. | 831% Y, 1 2 | 2 
bald beer | 31% i hota 

| 38% 19 | 23 | 32 | 62 


i 

















Tabelle II. Gor. 








Maltose in 





com 








SSeS 








Paste mit 500 Macheinheiten 
| 2% \, | 8 | 16} | 20 | | 62 | 62 
. || 26 yy, eee aie ee ae | 44 | 59 


shen- 


edem 


‘mm. 1) 3,8 com primares Kaliumphosphat und 16,2 ccm sekundares Natrium- 


i phosphat, vgl. L. Michaelis, Praktikum der physikalischen Chemie, 2. Aufl. 
- Berlin 1922, S. 31. 
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Tabelle III. God. 























Bea? | iegammelter | ane: | ee Maltose * %% 

| ite fis: | | wr | as | am | a0 | ar sy 
a chanel Ohne Paste E 
711 | — % | 10 | 30| 45 | 63 | 66 | 69 | 71 
10. IL. | — | yy 19 | i3| 17 | 32 | 30 | 38 | 47 

Inaktive Paste 
23, IL || 36 % | 6 | 20 | 28 | 38 | 54 | 65 | 76 
“4. IL. 3 | A | & | 16 | 20 | 20 | 43 | 4 /| 67 
Paste mit 50 Macheinheiten 

27. Il. || 35% yy | 4, nH}. | ® | 29 | 38 | 50 
2 ii] ss | lo | at a} as | ge | ge | aed 87 
gl | 37% | % | 7} 20} a | 48 | 67 | 67 | 63 
14 .| 2% | % ‘| 11'| 22 | 28 | 38 | 52 | 60 | 6 


Toluol und sorgten dafiir, daB die Starkelésung die Temperatur von 37° 
angenommen hatte, bei der sie nachher gehalten wurde, ehe wir den 
Speichel zusetzten. Bei der Probeentnahme lieBen wir 10 ccm der 
vereinigten Lésungen in 5cem 5proz. Sodalésung einflieBen, wodurch 
die amylolytische Wirkung des Speichels angehalten wird. Nachher 
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Abb. 1. Abb. 2. 


konnten wir unsere Zuckertitrationen in Ruhe ausfiihren; gelegentlich 
haben wir uns durch Doppelversuche von der Richtigkeit der gefundenen 
Kupferwerte tiberzeugt, die nach der Tabelle von Bertrand auf Prozent 
Maltose umgerechnet wurden. 

Das Endergebnis unserer Versuche und den Vergleich zwischen 
dem normalen und dem nach Behandlung mit aktiven Mitteln 
gewonnenen Speichel haben wir in vorstehenden Durchschnitts- 
kurven (Abb. 1 und 2) zusammengefaBt, die das arithmetische Mittel 
aller Versuche der zwei Versuchspersonen. enthalten. 
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VII. Mitteilung. 
Die Umwandlung von Albumin in Globulin. 


Von 


Stefan Rusznyak. 
(Aus der III. medizinischen Klinik der Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 5. Juni 1923.) 


Die Tatsache, daB Serumalbumin sich in Globulin umwandeln 
kann, ist seit den sch6nen Untersuchungen von Moll (1) keine Neuigkeit 
mehr. Da® die Wichtigkeit dieser Beobachtung in der Literatur nicht 
geniigend betont wurde und die Untersuchungen Molls nicht weiter- 
gefiihrt worden sind, hat ihre Ursache in erster Linie in der Schwer- 
falligkeit der Methodik. Die bisher getibte Gravimetrie ist fiir Reihen- 
untersuchungen ungeeignet. Ich habe vor einiger Zeit eine nephelo- 
metrische Methode mitgeteilt (2), mittels welcher die Bestimmung des 
Albumin-Globulinquotienten rasch, einfach und in kleinen Substanz- 
mengen médglich ist. Mit dieser Methode habe ich die Befunde von 
Moll nachgepriift und die Umwandlung von Albumin in Globulin 
auch unter anderen Bedingungen untersucht. Die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen sollen hier kurz mitgeteilt werden. 


Die Wirmewirkung. 

Moll gibt an, daB bei der halbstiindigen Erwarmung des Serums 
auf 56°C ein Teil des Albumins sich in Globulin verwandelt. Bei 
héheren Temperaturen soll sich auSer Globulin auch Alkalialbuminat 
bilden. Die Unterscheidung dieser Substanzen erfolgt blo® auf Grund 
ihrer verschiedenen Léslichkeit in verdiinnten Salzlésungen. Ich bin 
jedoch mit Hofmeister der Ansicht, da die Léslichkeit allein nicht zur 
Unterscheidung der beiden EiweiSkérper geniigt, da bekanntlich das 
Globulin selbst sehr leicht sich in eine unlésliche Modifikation ver- 
wandelt. 

Die Befunde Molls konnte ich mit eigener Methode bestatigen. 
Es ergab sich hierbei die interessante Tatsache, daB Sera verschiedener 
Herkunft verschieden hitzempfindlich sind, und zwar besteht anscheinend 

12* 
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ein Zusammenhang zwischen der Koagulationstemperatur des Serums 
und der globulinbildenden Wirkung der Erhitzung; je niedriger dic 
Koagulationstemperatur, desto gré8er die Globulinvermehrung bei 56 (:. 

Interessant ist auch der Vergleich der Wirkung von verschiedenen 
Temperaturen. Zur Illustration sollen folgende zwei Versuche mit. 
geteilt werden. Die beiden Sera wurden 4 Stunden lang im Wasserbade 
bei der angegebenen Temperatur gehalten, dann auf 20°C abgekiihlt 
und untersucht. 











AlbuminsGlobulinquotient 








Temperatur sacar 
ec |__Serum1 | Serum it 
0 | 1p0 bP 816 
38 194 ini 
42 200 | 3,64 
56 166- | 212 
59 156 | koaguliert 


Aus der Tabelle ist zunichst die erwihnte Tatsache ersichtlich, 
daB die Vermehrung des Globulins (= Kleinerwerden des Quotienten) 
bei 56°C bei dem leichter koagulierenden Serum II bedeutend grifer 
ist als bei dem schwer erstarrenden Serum I. 

Sehr bemerkenswert ist die bei 42°C erfolgende Vermehrung 
des Albumins auf Kosten des Globulins (= GréBerwerden des 
Quotienten). Dieser Befund bestatigt in wirksamer Weise die Meinung 
von Fahrens (3), Héber und Mond (4) und Kanai (5), welche der Ansicht 
sind, daB die Herabsetzung der Sedimentierungsgeschwindigkeit des 
Blutes durch Erwarmung auf 42°C eben durch die Verringerung der 
Globuline verursacht wird. 

Das bei 56°C entstandene Globulin ist irreversibel, d. h. es last 


, sich weder durch Abkiihlung noch durch Sauren, Laugen usw. wieder 


in Albumin verwandeln. 


Die Siurewirkung. 


Wenn man unter Globulinen vorliufig die bei Halbsattigung mit 


Ammonsulfat ausfallende Fraktion des Serums versteht, so laBt es sich 
leicht zeigen, daB die Menge dieser Fraktion durch Hinzufiigung von 
Saure zum Serum bedeutend vermehrt werden kann, und zwar ver- 
halten sich dabei die verschiedenen Sauren sehr verschieden. Folgender 
Versuch soll das Gesagte illustrieren. 

Verwendet wurde das Serum von einem Kranken mit Nephro- 
sklerose, der Albumin-Globulinquotient des urspriinglichen Serums 
betrug 2,58. Zu je 2ccm Serum wurde 1 cem destilliertes Wasser 
oder 1 ccm einer n/5 Saéurelésung zugesetzt, so, da die Endkonzentration 
der Saure in jedem Réhrehen n/15 war, natiirlich wurde in jedem 
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Réirehen ein Teil der Saure durch das Serum neutralisiert. Wenn 
wir nun den Globulingehalt des mit Wasser verdiinnten Serums mit 1,00 
bezeichnen, so kénnen wir aus den nephelometrischen Ergebnissen 
die Vermehrung des Globulins in den einzelnen Réhrchen berechnen. 








Relativer 
Globulingehalt 


1,00 
1,55 
1,85. 
1,15 - 
1,32 
1,31 
Citronensaure ee 1,09 
Oxalsiure 1,31 
1,13 
Der Wirksamkeit nach geordnet lassen sich die Siuren auf Grund 
von mehreren Versuchen in folgende Reihe ordnem: 
Schwefelsiure >> Salpetersiure > Salzsiure > Oxal- 
siure > Milchsiure > Ameisensiiure > Essigsiure 
> Brenztraubensiure > Citronensaure. 

Ob die globulinvermehrende Wirkung der Sauren nur die Funktion 
der H’-Konzentration ist oder ob dabei auch das Siureanion eine Rolle 
spielt, miissen weitere Versuche zeigen. Die Globulinvermehrung 
kann bei hohen Saurekonzentrationen (z. B. bei n/10 HCl-Gehalt) 
so groB sein, daB in der Lésung tiberhaupt kein Albumin mehr nach- 
weisbar ist. 

Die globulinbildende Tatigkeit der Siuren ist reversibel. Wenn 
man dem Serum nach Saurezusatz so viel Lauge zufiigt, daB die zu- 
gesetzte Saure neutralisiert wird, so findet man den urspriinglichen 
Globulingehalt wieder. Wir kénnen somit zwei Modifikationen des 
Globulins unterscheiden: eine reversible Form, welche sich in Albumin 
riickverwandeln 14B8t und eine irreversible Form, aus welcher kein 
Albumin mehr gebildet werden kann. Im nativen Serum ist der gréBte 
Teil des Globulins in der irreversiblen Modifikation vorhanden, doch 
besteht daneben ein kleinerer Teil in der reversiblen Modifikation, 
da, wie wir gesehen haben, durch Erwarmung des Serums auf 42°C ein 
Teil des Globulin’ in Albumin itibergeht. Ahnliche Verhiltnisse finden 
sich auch bei der Einwirkung von Lauge auf das Serum. 


Die Laugenwirkung. 

Wenn man dem Serum Lauge in verschiedenen Konzentrationen 
zufiigt und dann den Albumin-Globulinquotienten der Lésung be- 
stimmt, so findet man, daB sich der Quotient in ganz charakteristischer 
Weise je nach der Laugenkonzentration verindert. Folgende zwei 
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Beispiele sollen dieses Verhalten illustrieren. Bei beiden Versuc)ije) 


wurde als Lauge Natronlauge verwendet. 











Laugens 


konzentration !bumin : Globulin le Paves wel es Albumin : Globulin 
Serum I | Serum IT 
0 1,50 | Go| 2,96 
n/80 1,64 n/240 | 3,18 
n/40 1,36 n/120 3,34 
n/20 0,88 n/6o0 | 3,66 
n/30 3,04 


In beiden Versuchen fallt auf, daB bei kleinen Laugenkonzen. 
trationen der Albumin-Globulinquotient zunichst ansteigt, was cine 
Umwandlung des Globulins in Albumin bedeutet ; den kleinsten Globulin. 
gehalt finden wir bei Konzentrationen von ungefahr n/80 bis n 60: 
bei héheren Konzentrationen ,wichst dagegen allmihlich die Menge 
des Globulins auf Kosten des Albumins derart, da®B bei Konzentrationen 
von etwa n/10 an der urspriingliche Globulingehalt schon tiberholt ist. 

Die Umwandlung des Albumins in Globulin unter Laugencin- 
wirkung ist reversibel, d. h. sie geht auf Siaiurezusatz zuriick. 


Verschiedenes. 

AuBer dem bisher Mitgeteilten habe ich noch die Einwirkung 
von einer ganzen Reihe anderer Substanzen auf das Serum untersucht. 
Im folgenden sollen nur die wichtigeren Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen mitgeteilt werden. 

Athylalkohol verursacht erst in hohen Konzentrationen von 15 bis 
20% an eine Vermehrung des Globulins. 

Mercurichlorid ist bis auf Konzentrationen von m/160 unwirksam. 
Der bei gréBeren Konzentrationen sich bildende Niederschlag entsteht 
hauptsichlich auf Kosten des Globulins. 

Coffein ist zwischen m/6400 und m/80 unwirksam. 

Ureum fordert die Globulinbildung aus Albumin, wie das auch 
Moll gefunden hat. 

Bromalhydrat und Chloralhydrat haben einen starken globulin- 
bildenden Effekt, ebenso Neosalvarsan. 

Vierstiindige Behandlung des Serums mit Trypsin (Griibler) bei 
37°C ist wirkungslos. 

Die Wirkung von Seifen auf das SerumeiweiB ist nephelometrisch 
nur schwer zu verfolgen, da die Seifen an sich in der verwendeten halb- 
gesiittigten Ammonsulfatlésung eine Triibung verursachen, welche 
die nephelometrische Globulinbestimmung stért. Der Vollstandigkeit 
halber habe ich die Wirkung von Natriumoleat auf das Serum gravi- 
metrisch untersucht und eine geringe Zunahme des Globulins gefunden. 
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Wirksam sind fast alle organische Sduren. Unwirksam dagegen 
eine ganze Reihe von organischen Stoffen, wie: Chinin, Vuzin, Papayotin, 
Cantharidin, Digitonin, Scatol, Indol, Sarkin, Solanin, Albumosen, 
Leucylglycin, Glykokoll, Edestin, Nuclein, Natr. nucleinic., Natr. 
asparagin., Vanillin, Phloroglucin, Phenacetin, Acetylphenylhydrazin, 
Dimethylamidobenzaldehyd, o-Nitrobenzaldehyd, p-Phenylendiamin, 
Hydroxylamin, Ninhydrin, Natr. nitroprussid., Natr. salicyl., Cholin, 
Kreatinin, Xanthin, Guanidin carb., Piperazin, Thiocarbamid, Dextrose. 


Zusammenfassung. 

Der Ubergang von Serumalbumin in Globulin und umgekehrt 
steht in gutem Einklange mit der Auffassung von Herzfeld und Klinger (6), 
da8 die HaupteiweiBfraktionen des Serums keine chemischen Individuen 
sind, sondern Modifikationen desselben EiweiBkérpers. Die Annahme 
jedoch, daB diese Modifikationen ihre verschiedene Stabilitaét gegeniiber 
konzentrierten Salzlésungen ihrem verschiedenen Dispersititsgrade 
verdanken, ist durch nichts begriindet. Der Dispersititsgrad ist bei 
Suspensionskolloiden eine gut definierte meBbare GréBe. Bei Emulsions- 
kolloiden dagegen haben wir vorliufig kein Mittel, um etwas tiber 
deren Dispersitatsgrad zu erfahren. Wahrscheinlich sind die EiweiB- 
kérper im Serum zu ihrem gr6éBten Anteil molekular gelést (s. auch die 
Untersuchungen von J. Loeb) (7), und es ist vorderhand ganz unberechtigt 
zu behaupten, da die leichtere Fallbarkeit der Globuline eine Folge 
ihres kleineren Dispersitiatsgrades sei. Bekanntlich ist die Fallbarkeit 
der KiweiBkérper am gréBten in der Nahe ihres isoelektrischen Punktes ; 
wenn wir von diesem Gesichtspunkte aus die BluteiweiSkérper be- 
trachten, so sehen wir, daB bei der gewohnlich im Plasma herrschenden 
H-Konzentration das Fibrinogen am niachsten zu seinem isoelektrischen 
Punkte steht, etwas weiter entfernt sind die Globuline und am weitesten 
das Albumin. Dies ist dieselbe Reihe, welche auch die Fallbarkeit 
durch Salzlésungen zeigt. Um zu beweisen, daB die verschiedene 
Fallbarkeit der Serumeiwei8kérper tatsichlich eine Funktion ihres 
verschiedenen isoelektrischen Punktes ist, mu8 der Nachweis erbracht 
werden, daB bei der kiinstlichen Verwandlung von Albumin in Globulin 
auch der isoelektrische Punkt des neuentstandenen EiweiBkérpers 
eine Veriinderung erfihrt in dem Sinne, da8 aus dem urspriinglich 
fir Albumin charakteristischen isoelektrischen Punkt nunmehr ein 
fir natives Globulin charakteristischer isoelektrischer Punkt nach- 
weisbar wird. Ich behalte mir vor, iiber die diesbeziiglich im Gange 
befindlichen Untersuchungen seinerzeit zu berichten. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Mittelung sind, daB: 

1. Erhitzung auf 42° C und verdiinnte Laugen Globulin in Albumin 
verwandeln kénnen, wahrend 























184 St. Rusznyék: Umwandlung von Albumin in Globulin. 


2. héhere Temperaturen, Siuren, konzentriertere Lauge, Alkoliol, 
Ureum, Chloral und Bromalhydrat, Neosalvarsan und wahrscheinlich 
auch Seifen Albumin in Globulin iiberfiihren, 

3. daB es eine reversible und eine irreversible Modifikation des 
Globulins gibt. 


Literatur. 


1) Moll, Hofmeisters Beitr. 4, 563. — 2) Rusznydk, diese Zeitschr. 
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Beobachtungen iiber die Wirkung von Acetylcholin, Pilocarpin, 
Atropin, Kaliumchlorid, Adrenalin, Calciumchlorid und Nicotin 
auf die Gallenausscheidung am Gallenblasenfistel-Hunde. 


Von 
Aleira Adachi (Nagoya, Japan). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitit Berlin.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1923.) 


Die Frage der nervésen Beeinflussung der Gallensekretion und 
der motorischen Funktionen der ableitenden Gallenwege ist noch 
immer nicht definitiv klargestellt. Die Schwierigkeiten einer solchen 
Untersuchung liegen nicht zuletzt darin, daB jegliche experimentelle 
Beeinflussung des Lebernervensystems immer gleichzeitig die Sekretions- 
nerven und die motorischen Nerven der Gallengang- und Blasen- 
muskulatur treffen kann. 

Selbst dann, wenn man nach der Unterbindung des Choledochus 
eine Gallenblasenfistel anlegt, oder wenn man nach Unterbindung 
des Cystikus in den Choledochus eine Kaniile einfiithrt, und dann 
Nervenreizungen oder -Lihmungen vornimmt, kann immer noch 
der Gallenabflu8B durch motorische Effekte auf die Muskulatur der 
Ductus hepaticus-Verzweigungen beeinflu8t werden, so daB die reinen 
Sekretionswirkungen nicht zur Anschauung kommen. Die motorischen 
Wirkungen des Lebernervensystems sind, soweit man sie durch direkte 
Beobachtung an laparatomierten Tieren oder mittels des Réntgen- 
verfahrens feststellen kann, schon leichter zu analysieren, und es haben 
die Untersuchungen von Westphal'), wie die Arbeiten aus dem hiesigen 
Laboratorium von Winkelstein®?) und Watanabe*) Klarheit geschaffen. 
Danach wird die Gallenwegmuskulatur parasympathisch und sym- 
pathisch innerviert, worauf auch schon die anatomischen Beobachtungen 
von Miiller und Greving*) hinwiesen. Der Parasympathicus erteilt 


1) Westphal, Verhandl. d. Kongr. f. inner. Med. 1922. 

*) Winkelstein, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 86, 1923. 

8) Watanabe, nach dem Manuskript zitiert. Deutsch. med. Wochen- 
schrift 1923. 

*) Miiller und Greving, Verhandl. d. Kongr. f. inner. Med. 1922. 
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den Gangen, der Blase und dem gréBten Teil des Oddischen Muskcls 
erregende, der Sympathicus aber hemmende Einfliisse. Nur ein kleincr, 
um die Choledochusmiindung oberflichlich an der Papilla Vater 
gelagerter Ringmuskel wird nach Westphal) bei schwacher Vagus. 
reizung dilatiert. Bei starker Vagusreizung aber wird die Dilatation 
dieses Muskels fiir den Austritt der Galle ins Duodenum bedeutungslos, 
weil hier der ganze iibrige Oddische Muskel und auch seine in der 
Papilla Vateri liegenden Biindel sich so krampfhaft kontrahieren, daf 
dadurch die Papille als blasser aniimischer Wulst aus der tibrigen 
Schleimhaut hervorspringt (Watanabe). Die Gallenblase zeigt auch 
bei starker parasympathischer Reizung keine peristaltischeKontraktion, 
sondern nur eine Tonussteigerung ihrer Wand, wihrend Sympathicus. 
reizung das umgekehrte Phinomen hervorruft. Uberhaupt sind peri- 
staltische Kontraktionen an den Gallenwegen in der Norm nicht fest- 
zustellen und treten auch bei direkter Nervenreizung nicht auf. [xs 
verlauft das ganze Bewegungsspiel an den Gallenwegen im wesentlichen 
so ab, daB deren Wand einen héheren oder niedrigeren Tonus annimmt 
und so den Inhalt der Gange unter gréBeren oder geringeren Druck 
bringt. Diese Hypertonie kann aber bei geniigender Reizung auch 
zum Verschlu8 fiihren, wie wir das an der Papille sehen. 

In sehr viel geringerem Mafe als die Muskulatur der Gallenwege, 
einschlieBlich der Blase, untersteht die sekretorische Leberfunktion 
offenbar nervésen Einfliissen des extrahepatischen Nervensystems. 
Die hamatogene Reizung durch Sekretinstoffe bekannter oder un- 
bekannter chemischer Konstitution und verschiedener Provenienz 
hat im Mechanismus der Gallensekretion, soweit er intrahepatisch 
liegt, eine so groBe Wirkung, da8 ihr gegeniiber offenbar die Wirkung 
des extrahepatischen Nervensystems verblaBt. Zweifellos steht dic 
Gallensekretion nicht unter der straffen Zucht des parasympathischen 
und des Grenzstrangsystems, wie wir das z, B. von den Speicheldriisen, 
den Fundusdriisen des Magens und dem Pankreas her kennen. So 
erklaren sich zum Teil auch die Schwierigkeiten, denen man bei dem 
Bemiihen begegnet, den Einflu8 nervéser Wirkungen auf die Gallen- 
sekretion zu studieren. 

Dazu kommt dann schlieBlich noch die Tatsache, daB die faktischen 
Beobachtungen, die verschiedene Forscher iiber den Einflu8 von 
Nervenreizungen auf den Gallenaustritt aus Choledochusfisteln oder 
Gallenblasenkaniilen (im letzteren Falle ist der Choledochus natiirlich 
unterbunden) verzeichnen, vielfach divergieren. Es war daher 
wiinschenswert, vor allem noch einmal neues Material an Gallenblasen- 
fistelhunden mit unterbundenem Choledochus iiber die Gestaltung des 
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Gallenabflusses aus der Blasenfistel unter dem Eindruck verschiedener 
chemischer Reizungen oder Lihmungen des Parasympathicus und des 
Sympathicus zu sammeln. Wenn auch bei dieser Versuchsanordnung, 
wie ich oben schon ausfiihrte, motorische Effekte immerhin noch 
intervenieren kénnen, so laBt diese Versuchsanordnung doch jedenfalls 
eher Riickschliisse auf Sekretionswirkungen zu als die Beobachtung an 
Choledochusfisteltieren, bei denen der ganze nervés-muskulire Mecha- 
nismus an der Papille in Funktion bleibt (Pawlowsche Methodik). 
Die Versuche an Gallenblasenfisteltieren, wie ich sie machte, kénnen 
nur verglichen werden mit Choledochusfistelversuchstieren, bei denen 
durch die Einfiihrung einer Kaniile die Funktion des Oddischen Muskels 
ausgeschaltet ist. 

Was mich weiter bestimmte, diese Untersuchung aufzunehmen, war 
der Umstand, da® das stirkste chemische Reizmittel fiir den Para- 
sympathicus, das wir kennen, nimlich das Acethylcholin bisher tiber- 
haupt noch nicht in diesem Zusammenhang verwandt worden war. 
Ferner lagen auch noch keine Beobachtungen zu der Frage vor, wie 
durch Kalium und Calcium, von denen das erstere zu den Endorganen 
des Parasympathicus, das letztere zu denen des Sympathicus nahe 
Beziehungen hat, der Gallenabflu8 durch die Blasenfistel verindert 
wird. 

Ich werde nun zunichst iiber die Ergebnisse meiner Experimente 
berichten, um dann zu untersuchen, wie weit meine Beobachtungen 
mit denjenigen anderer Autoren im Einklang stehen. 

Meine Versuchsanordnung war derart, daB die Blasenfistelhunde 
etwa 12 Stunden nach der letzten Fiitterung, die taglich aus 500 g 
frischem Pferdefleisch, 80 g Reis, 20 g Fett und 100 bis 200 com Wasser 
bestand, in den Versuch genommen wurden. Zuniichst wurde von 10 
m 10 Minuten die aus der Kaniile flieBende Galle gemessen. Dann 
wurde das betreffende Medikament intravenés oder subkutan injiziert 
und nun weiter der Gallenabflu8 von 10 zu 10 Minuten beobachtet. 
Ausnahmsweise wurden auch die Tiere etwa 1% bis 1 Stunde vor oder 
ebenso lange Zeit nach der Injektion des Arzneimittels gefiittert, um 
die Einwirkung dieses Mittels auf eine verstairkte Gallensekretion mit 
verstirktem Gallenabflu8 studieren zu kénnen. 


I. Parasympathische Mittel. 


1. Acetylcholin. 


Nach der subkutanen Injektion von 0,2 bis 1,0 ccm einer sterilen 
l proz. Acetylcholinlésung in Wasser trat immer eine sofortige meist 
villige Hemmung des Gallenabflusses aus der Kaniile beim niichternen 
Tiere auf, von etwa 30 Minuten Dauer. Danach lie® die Hemmung allmah- 
lich nach. 
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2. Pilocarpin. 
Nach der subkutanen Injektion von 0,2 bis 1,0ccm einer sterilen 
1 proz. Pilocarpinum hydrochloricum-Lésung trat regelmaBig beim niic)- 
ternen Tiere zuniachst eine deutliche Verminderung im GallenabfluB aus 
der Kaniile auf, die nach etwa 30 Minuten etwas nachlieB, um nach etwa 
weiteren 30 Minuten sich abermals zu verscharfen. 


3. Chlorkalium. 

Nach der intravenésen Injektion von 10ccm einer 1 proz. Chlor. 
kaliumlésung trat regelmaBig beim niichternen Tiere eine Verminderung 
in dem Gallenabflu8 aus der Kaniile auf, die etwa eine Stunde anhielt, 
um dann allmahlich abzuklingen. (An den nachsten Tagen war der Gallen. 
flu8 sehr unregelméBig und éfters war die Farbung der Galle hellgriin.) 


4. Atropin. 

Nach der subkutanen Injektion von 0,2 bis 1,0 cem einer | proz. sterilen, 
wisserigen Lésung von Atropinum sulfuricum trat beim niichternen Tiere 
nach den kleineren Dosen keine Verinderung, nach den gréBeren Dosen 
dagegen eine schwache Verminderung der aus der Blasenfistel abflieBenden 
Gallenmengen auf. 

II. Sympathische Mittel. 
1. Adrenalin. 

Nach der intravenésen Injektion von 0,2 bis 0,5 ccm einer 1 proz. 
Suprareninlésung trat beim niichternen Tiere eine rasch voriibergehende 
Hemmung im Gallenabflu8 aus der Kaniile ein. 

2. Calciumchlorid. 

Nach der intravenésen Injektion von 10 cem einer 1 proz. bis 20 proz. 
CaCl,-Lésung trat nach den gréBeren Dosen eine deutliche, etwa 60 Minuten 
dauernde Hemmung in dem GallenabfluB aus der Kaniile auf. 

Anhangsweise sei bemerkt, daB die intravenése Injektion von 10 ccm 
einer 25 proz. NaCl-Lésung oder einer 5 proz. Na,SO,-Lésung keinen 
Einflu8 auf die Gallenabscheidung durch die Fistel hatte, woraus hervor- 
geht, daB die bei der KCl- und CaCl,-Lésung beobachteten Wirkungen 
keine allgemeinen Salzwirkungen durch Konzentrationserhéhung des Blutes 
sein kénnen, 

Wenn ich diese Versuchsergebnisse am Hunde mit denjenigen 
von Neubauer!) am Kaninchen mit einer Choledochuskaniile nach 
Abklemmung des Ductus cysticus vergleiche, so finde ich, da8 in beiden 
Fallen der Einflu8 des Pilocarpins ein geringer ist; der Unterschied 
ist nur der, daB Neubauer beim Pilocarpin eine Tendenz zur Vermehrung 
feststellte, wahrend bei mir eine Tendenz zur Verminderung der Gallen- 
menge sichtbar war. 

Bei den Atropinversuchen sah Neubauer iiberhaupt keine Wirkung, 
ich dagegen eine deutliche Herabsetzung bei groBen Dosen. Damit 

stimmen auch die Beobachtungen von Alpern®) am Gallenblasen- 


- fistelhunde iiberein. 





1) Neubauer, diese Zeitschr. 109. 
2) Alpern, ebendaselbst 187. 





Be 
eine vé 
At 
substal 
schen 
Trocke 
wie né 
nach d 
injekti 
Gehalt 
A 
N 
reizun; 
steiger 
reizun 
D 
noch it 
absche 
entriic 
dickfl 
Effekt 
Kinflu 
oder 
wirku 
in den 
reizur 
ist so 
Spasr 
wettr 
, 
Nicot 
pathi 
schal 
aus d 
ist. 
und. 
abflu 


’ 
4 


reich 
abflu 


einer 
dure 
wiirc 








Gailenausscheidung. 189 








Bei den Adrelaninversuchen ist die Ubereinstimmung mit Neubauer 


sterilen 3 
eine vollkommene. 
































m nuch. 
fluB a a Aus den Bestimmungen des spezifischen Gewichts und der Trocken- 
ch etwa Mi substanz der verschiedenen Gallenmengen geht aus den Newbauer- 
schen Versuchen hervor, daB das spezifische Gewicht erhéht und die 
Trockensubstanz der Galle vermehrt ist nach der Pilocarpininjektion 
. Chior. wie nach der Adrenalininjektion, wahrend die Oberflichenspannung 
nderung Mf nach der Pilocarpininjektion keine Verinderung und nach der Adrenalin- 
tai injektion eine Herabsetzung zeigt, wobei die letztere auf einen erhéhten 
grin, Gehalt der Galle an Gallensiuren hindeutet. 

Atropin la8t alle diese Eigenschaften der Galle unverindert. 

Nach den Newbauerschen Versuchen fiihrt also die Parasympathicus- 
iterilen, ‘ : 4 3 am 
n Tiere @ Wizung wie auch die Sympathicusreizung zu einer Konzentrations- 
Dosen y steigerung der Galle, wobei dieselbe speziell nach der Sympathicus- 
Benden § reizung auf Gallensiuren beruht. 

Die Abscheidung einer diinnfliissigen Galle aber hat weder Neubauer 
noch ich nach den Reizungsversuchen gesehen. Somit scheint die Wasser- 
abscheidung durch die Leber so gut wie ganz dem NerveneinfluB 

1 proz. J entriickt zu sein. NerveneinfluB ruft allemal die Absonderung einer 
shende Ff dickfliissigen Galle hervor, wenn er iiberhaupt einen exsitosekretorischen 
Effekt hat. Wenn sich nun zu einem solchen exsitosekretorischen 
EinfluB noch Erschwerungen im AbfluB der Galle, sei es durch Spasmus 
i oder durch Lihmung der Gallenwege (Acetylcholin- bzw. Atropin- 
" &f wirkung) hinzugesellen, mu8 es.in jedem Falle zu einer Verminderung 
Ocem § indem AbfluB der Galle kommen. Denn auch die nach Parasympathicus- 
seinen ff reizung von Neubauer beobachtete Vermehrung der Gallenmenge 
ervor- & ist so minimal, da® sie die in der Konzentrationserhéhung und im 
sa Spasmus der Gallenwege liegende AbfluBerschwerung nie und nimmer 
- f wettmachen kann. 

nigen Wenn ich nun durch grofe Nicotingaben (lccm einer 1 proz. 
nach @ Nicotinlésung subkutan injiziert) das sympathische und parasym- 
siden (y Pathische Nervensystem auf die Leber beeinfluBte, vielleicht aus- 
shied  Schaltete, so trat alsbald eine vollstandige Hemmung im Gallenabflu8 
rung aus der Blasenkaniile auf, was nach dem soeben Gesagten verstandlich 
llen. & ist. Kleinere Nicotindosen rufen dagegen zunichst eine Vermehrung 
und nach etwa 30 Minuten eine leichte Verminderung des Gallen- 

ung, abflusses hervor. 
amit Zum Schlusse will ich noch bemerken, daB dann, wenn durch eine. 
sen. | Teichliche Fiitterung mit Nahrung die Gallensekretion und der Gallen- 





abfluB lebhaft in Gang gebracht wird, alle diese Medikamente nur 
einen weit geringeren Einflu8 auf den Verlauf der Gallenabsonderung 
durch die Fistel haben, ohne da8 der Einflu8 im Prinzip etwa geindert 
wirde. 
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Aus allen meinen Versuchen und den in der Literatur vorliegendey 
Beobachtungen ergeben, sich also folgende Tatsachen: 

1. Das parasympathische und sympathische Nervensystem hat 
einen sehr starken Einflu8 auf die motorische Funktion der Gallenwege 
und Gallenblase, vor allem im Sinne einer Tonussteigerung (Para. 
sympathicus) und Tonusherabsetzung (Sympathicus). 

2. Reizung des parasympathischen Nervensystems durch Acety|- 
cholin, Pilocarpin, Kalium und des sympathischen Nervensystems 
durch Adrenalin, Calcium bewirkt niemals die Absonderung gréBerer 
Mengen diinnflissiger Galle, wie man sie nach der Nahrungsaufnahme 
sieht, woraus sich ergibt, daB fiir die Absonderung einer solchen Galle 
und besonders fiir die Abscheidung des Wassers in der. Galle Sekretine 
verantwortlich gemacht werden miissen, die entweder ad hoc vom 
Korper gebildet, z. B. Histamin (Alpern), oder mit der Nahrung ihm 
zugefiihrt wurden. Ob der Angriffspunkt dieser Sekretine die Leber- 
zellen selbst oder das intrahepatische Nervensystem ist, kann nicht 
gesagt werden. 

3. Lahmung des parasympathischen Nervensystems durch Atropin 
verzogert den GallenabfluB ebenso wie eine starke Reizung dieses 
Nervensystems oder Reizung des sympathischen Nervensystems. 
Die Griinde fiir diese Verzégerung sind offenbar bei den drei Versuchs- 
anordnungen verschieden. Die starke Reizung des Parasympathicus 
fiihrt wahrscheinlich zu einem spastischen VerschluB der Gallenwege, 
so daB trotz der Vermehrung gewisser fester Stoffe in der Galle doch 
keine Vermehrung in den abflieBenden Gallenmengen, sondern im Gegen- 
teil eine Verminderung dieser, ja eine véllige Hemmung in der Entleerung 
zustande kommt, wihrend bei schwacher Reizung infolge der leichten 
Hypertonie entweder die abflieBenden Gallenmengen keine Ver- 
anderung oder eine voriibergehende. Vermehrung erkennen lassen, 
von der es aber auch zweifelhaft ist, ob sie tiberhaupt oder allein in 
einer Sekretionswirkung ihren Grund hat. Die Lahmung des Para- 
sympathicus fiihrt zu einer Verminderung des Gallenabflusses wohl 
weniger infolge einer Sekretionslihmung, da die Reizung des Para- 
sympathicus einen so geringen sekretorischen Effekt, auf die Wasser- 
abscheidung fast gar keinen praktisch in Frage kommenden Einflu’ 
erkennen la8t, als vielmehr infolge der Erweiterung der Gallenwege 
und der damit verbundenen VergréBerung ihres Fassungsvermégens 
fiir Galle. Die Reizung des Sympathicus endlich fiihrt ebenfalls zu einer 
Erweiterung der Gallenwege und mu8 schon aus diesem Grunde eine 
Verminderung der aus der Fistel abflieBenden Gallenmengen bewirken ; 
dazu scheint sich auBerdem eine geringfiigige Verminderung in den zur 
Abscheidung kommenden Gallenmengen-einzustellen, wobei diese Gallen- 
mengen aber eine erhéhte Konzentration an Gallensiuren erkennen lassen. 
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Gallenmenge Zeit Gallenmenge 
ccm iS Ss iio es 
1. Hund. 1b 40’ subkutane Injektion vo. 
0 0,005 g Acethylcholin u. Gabe von 
0,8 100 g Frischfleisch 
5,6 1h 50’ | 2,4 
5,4 2 00 | 3,0 
3,0 10 2,0 
2,0 20 2,0 
2,0 30 | 2,0 
1,5 40 20 
1,5 50 2,2 
2,7 3 00 | 2,2 
subkutane Injektion von 10 2,2 
Icholin 20 | 2,3 
2, 4 30 } 2,3 
0,5 G. 4. Hund. 
“i 11 40 | 2,0 
12 50 | 2,2 
09 12 00 | 2,5 
0 10 2,4 
ei 20 | 2.6 
0 30 | 2,6 
0 12 40 Gabe von 400g Frischfleisch 
1,0 50 | 30 
1,2 1 00 | 3,2 
1 00 subkutane Injektion von 
E. 2. Hund. 0,005 g Acetylcholin 
1,5 1 10 3,0 
1,5 20 | 2.0 
1,4 30 2,6 
1,5 40 2,0 
1,2 50 2,0 
0,8 2 00 2,1 
1,0 ; 
0,7 H. 1. Hund. 
1,4 11 10 | 0 
njektion von 20 | 0 
0,01g Acetylcholin 11 20 Gabe v. % Pfd. Frischfleisch 
0,2 11 30 | 1,0 
0,5 40 | 4,4 
2,0 50 5,4 
1,4 12 00 | 3,0 
1,5 10 | 2,0 
1,5 20 3,0 
und ist sehr unruhig 30 | 3,2 
40 3,0 
F. 4. Hund. 50 3,0 
2.4 1 00 | 3,0 
2,6 1 00 subkutane Injektion von 
2,6 0,01 g Acetylcholin 
2,8 1 10 4,0 
2,4 20 2.0 








]b. 


bo 


1] 
12 
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Zeit | Gallenmenge Zeit Gallenmenge 
cs, __ecm 
von 1b 30’ 2,0 12 20’ 4,0 
€ von 40 | 16 30 3,2 
50 | 16 40 3,0 
2 00 | 40 50 3,0 
10 | 3,2 1 00 3,2 
20 1,4 
30 3,4 1 00 subkutane Injektion von 
40 | 3,0 0,01 g Acetylcholin 
I. 1. Hund. 1 ha 4,8 
1 10 | 1,1 ao a 
20 | 0 ‘ 
40 1,8 
» . 50 3.2 
40 0 > ’ 
2 00 1,2 
” i 10 20 
11 50 Gabe von 100g Frischfleisch 0 3.0 
12 00 4.0 30 3,1 
10 6,0 40 2,0 
2. Pilocarpinversuche. 
A. 1. Hund. 12h 15’ 1,1 
1b 15’ 15 20 1,0 
fleisch 20 | 1,2 25 1,0 
25 1,2 30 1,0 
* 30 | 13 35 | 1,0 
‘ 35 1,3 40 1, 
a 40 | 1,4 12 40 subkutane Injektion von 
45 | 1,3 0,003 g Pilocarpin. hydr. 
50 | 12 12 45 | 0,2 
55 1,2 50 0.1 Speichelflu8 
+o | a 55 0,3 
= 1, 1 00 1,0 
10 1,0 5 12 
2 10 subkutane Injektion von 10 14 
0,002 g Pilocarpin. hydr. 15 12 
2 15 2 Tropfen  speichelt etwas 20 1,1 speichelt ver. 
20 . speichelt mehr 25 1.0 mindert 
25 1,2 30 0,1 
eisch 30 3,0 35 1,2 
35 2,0 ruhig 40 0,8 
40 2,2 45 0,5 
45 2,0 50 0,2 speichelt nicht 
50 1,6 55 0, 
55 1,3 speichelt wenig 2 00 0,2 
3 00 1,3 5 0,2 
5 1,1 10 0,8 
10 1,1 15 0,8 
nt. Hand. Immer ruhig 
1l 50 1,6 
oD 55 1,2 Cc. 2. Hund. 
12 00 1,0 DD . 87] 2,2 
5 2,0 15 | 0,8 
10 1,1 25 | 4.6 
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A. Adachi: 





zeit |  —-*Galllenmenge 
aici __¢om 
114 35’ 1,8 
45 1,8 

55 2,0 

12 5 3,0 
12 5 subkutane Injektion von 
0,01 g Pilocarpin. hydr. 
12 1,0 nach 5Min. 6ccm 
0,4 SpeichelfluB 
1,5 Diarrhée und 
0,8 Erbrechen 


0,4 





2 


be 


speichelt nicht 


oooooooooo 


3,0 
subkutane Injektion von 
0,01 g Pilocarpin hydr. 

1,6  SpeichelfluB 


0,4 Diarrhée, 
Urinieren 


~~ 
— 


speichelt immer 





oooooooooo 


6 00 
Nach der Pilocarpininjektion kommt 
etwas dicke Galle heraus. 


E. 3. Hund. 
1lh 5 

15 

25 

35 

45 

55 

55 subkutane Injektion von 
0,005 g Pilocarpin 

05 1,0 Speichelfluf 








15 1,0 


osSSS S85 


SSSSSESSSSSSSSSS SSSESSS 


Gallenmenge 


v ieee. ea 


1,0 spuicholt nicht 
| 1,0 
subkutane Injektion von 
0,01 g Pilocarpin 
0,8 Speichelflus 
11 { Pebsechen 
0,5 | Diarchoe 
~ speichelt wenig 
0,8 
0,6 
Nach 2 Stunden 
| 6,0 





F. 3. Hund, 
2,0 
2,0 
1,6 
16 
2,0 
| 2,0 
subkutane Injektion von 
0,005 g Pilocarpin 
1,6 Speichelflu8 


| 


0,5 
0,5 speichelt immer 


1,0 
Gabe von 500g Fleisch 
1,5 speichelt wenig 





Gabe von 400g Frischfleisch 
2,4 
2,6 





3,3 
subkutane Injektion von 
0,005 g Pilocarpin 
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Zeit Gallenmenge Zeit Gallenmenge 
aR toni vasaeo 5 com 
1] 20’ 2,1 Speichelflu8 12h 00' 1.2 
30 | 2,4 Urinieren 10 1,0 
40 | 2,4 20 1,8 speichelt nicht 
50 | 14 30 — 
8. Chlorkaliumversuche. 
A. 2. Hund 1b 35! 3,1 
11> 00’ 3,3 45 8,6 
10 4,5 55 2,1 
20 4,0 2 5 1,4 
30 5,2 15 2,8 
40 2,5 25 3,4 
50 2,6 Nachste Tage ist Gallenflu8 sehr 
11 50 bis 12 00’ intravenése Injek- unregelmaBig 
tion von 0,1 g Chlorkalium 
‘ C. 2. Hund. 
12 00 | 11 
10 25 1b 10 3,5 
20 5,4 20 3,6 
30 13 1 20 intravenése Injektion von 0,1 g 
40 13 Chlorkalium 
50 48 1 30 0 
1 00 44 40 0,8 
10 0,5 1 40 subkutane Injektion v. 0,005 g 
20 | 1,3 Pilocarpin 
30 | 3,2 1 50 0 
Am nachsten Tage ist Gallenflu8 sehr} 2 00 0 
unregelmaBig, am tibernachsten Tage 10 0 
hat die Galle ganz griine Farbe und 20 0 
reagiert sauer. 30 0 
3 30 1,4 
B. 2. Hund. 40 0.5 
11h 25! | 1,1 50 3,0 
35 | 0,5 4 00 3,0 
45 | . 1,3 Nachste Tage ist Gallenflu8 sehr 
55 | 5,0 unregelmiBig; am iibernachsten 
12 5 | 0,8 Tage kommt ganz griine Galle 
15 0,3 11h 10’ 29 
25 | 3,3 
| 20 1,0 
35 | 3,3 
: 30 0,5 
45 | 2,5 40 0 
12 45 intravendse Injektion v. 0,1g 50 3.0 
Chlorkalium 12 00 42 
Ss | 0 ' 10 0 
15 | 0 20 0 
25 | 0 30 0,5 
4. Atropinversuche. 
A. 1. Hund. 11h 00’ 3,8 
10 15’ 3,5 15 3,5 
30 | 3,5 30 3,2 
35 | ; 45 3,8 
10} 12 00 2,5 
45 4,4 


13* 
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Zeit Gallenmenge Zeit Gallenmenge Zeit 
em A ——__— rater 
12 04 subkutane Injektion v. 0,001 g Ih 45’ | 0 
Atropin. sulfuricum 50 | 0 Lon It 
12 19 2,6 55 0 . 
2 00 | 0 3 
34 3,8 
49 26 5 | 0 10 3 
1 4 29 10 0 Tier sehr unruhig vol 
19 19 15 , 10b 3 
34 7 20 0,6 4 
49 1,8 2, Hund. ‘ se 
fp = 12 25 1,5 + 
19 2,2 
34 22 35 15 1 
ee 45 15 2 
1. Hund. 55 | 1,5 3 
ll 45 1,0 1 05 | 15 4 
50 1,0 1 05 subkutane Injektion v. 0,005, ll 4 
55 0,2 Atropin. sulfuricum ll 6 
12 00 0,4 1 15 | 1,5 12 
5 0,3 25 | 1,0 } 
10 0,8 35 | 0,6 Q 
* 55 | 0,6 d 
25 05 2 05 | 0,7 
rod - Tier sehr unruhi 
12 30 subkutane Injektion v. 0,003 g g- Pe 
Atropin. sulfuricum 
12 35 | ' 1. Hund. 
40 | 0,6 10 55 | 1,0 | 
45 0,6 11 00 | 0 
50 0,4 5 | 11 10 
55 0,6 10 30 
1 00 | 0,4 15 0 
5 0,8 20 0 
10 0,4 5 0.5 10 
15 0,2 30 0 
20 0,2 0 
25 05 11 30 Gabe von 1 Pfd. Fleisch 
30 0,5 1l 35 1,5 
35 04 40 0,5 ll 
40 0,7 45 1,0 
45 0,5 50 | 0,5 
55 0,7 il 
1. Hund. 12 00 1,2 
12 55 | 14 5 | 0,9 il 
1 00 | 0,9 10 | 0 
5 | 0,9 15 0 
10 | 14 20 1,7 12 
15 | 12 25 0 
20 | 1,1 30 | 0 13 
25 1,0 12 30 subkutane Injektion v. 0,003 g 12 
30 | 1,3 Atropin. sulfuricum 
1 30 subkutane Injektion von 001g] 12 35 | 3,5. 
Atropin. sulfuricum 40 3,0 1 
1 35 0,6 45 18 
40 0 50 | 1,6 

















inruhig 


£ 0.06 5g 


‘isch 


),003 g 
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Zeit Gallenmenge 
~ ccm 
F. 3. Hund. 
10 10° | 2,0 
20 2,0 
30 | 2,0 


| 10 30 bis 10 35’ subkutane Injektion 


von 0,003 g Atropin. sulfuricum 


10h 35° 0,6 
45 2,1 
55 19 

1) Be] 2,2 

11 5 Gabe von 100g Fleisch 
15 2,0 
25 2,0 
35 | 2,0 
45 | 1,8 

11 45 Gabe von 400g Fleisch 

ll 55 | 2,2 

2 56 | 1,7 
15 2,0 
25 | 1,8 
35 | 2,1 
45 | 18 

G. 3. Hund. 

9 15 | 3,0 
25 3,0 
35 | 2,0 
45 | 2,5 
55 | 3,0 

10 5 | 3,0 
15 2,5 
25 3,0 

10 25v. leem Digitamin. subkutane 

Injektion 

10 35 2.5 
45 | 3,0 
55 2,8 

ll 5 | 3,0 
15 | 3,0 
25 2,7 


11 25 subkutane Injektion v. 0,03 g 
Atropin. sulfuricum 
| 18 





ll 35 | . 
45 10 
55 1,0 

12 5 0,9 
15 0,75 
25 1,8 

12 25 Gabe von 500g Fleisch 

12 35 2,0 
45 1,3 
55 1,3 

1 5 2,0 
15 | 1,6 





Gallenmenge 


Zeit 
ccm 
H. 3. Hund. 
9b 40! 2,7 
50 4,0 
10 00 3,5 
10 3,0 
20 3,0 
10 20 subkutane Injektion v. 0,003 g 
Atropin. sulfuricum 
10 30°| 3.5 
40 4,2 
50 3,0 
11 00 3,0 
11 00 Gabe von 500g Frischfleisch 
11 10 2,3 
20 3,0 
30 2,5 
40 3,0 
50 2,0 
12 00 2,0 
10 3,5 
20 3,0 
30 3,0 
I. 4. Hund. 
9 20 15 
30 1,6 
40 1,4 
50 1,5 
10 00 1,5 
10 00 intravenéseInjektion v. 5cem 
10 proz. Atropinlésung 
10 10 2,2 
20 2,0 
30 2,1 
40 1,8 
50 10 
11 00 1,0 
11 00 subkutane Injektion v. 0,003 g 
Atropin. sulfuricum 
11 10 1,4 
20 | 11 
30 | 1,0 
40 1,0 
50 i,l 
11 50 Gabe von 500g Frischfleisch 
12 00 1,0 
10 1,8 
20 1,4 
30 2,0 
40 1,5 
50 1,4 
1 00 1,5 





A, Adachi: 





Gallenmenge Zeit Gallenmenge 
.. TES ae _ eres... eae 


5. Adrenalinversuche. 


1 15’ intravenése Injektion von 


11» 45’ 0,lecm lprom. Suprarenin 


50 
55 
12 00 | 
5 
10 | 
15 


1 20 | 
25 
30 
35 
40 
45 
50 

1,0 55 

intravendse Injektion von 00 

0,2cem 1 prom. Suprarenin 

hydr. 


~ 


alt el sual ge anal ell ool al ed 
oooocor we + 


~ 


12h 45’, 12h 50’, 12h 55’ 14 00 


‘ 


intravendése Injektion von je 
0,lcem 1 prom. Suprarenin 
hydr. 

0,5 

0,6 


0,5 
35 | 


45 | 
50 
55 , 
55 intravendse Injektion von 
0,lcem Il prom. Suprarenin 
hydr. 
00 | 1,0 
00 intravenése Injektion von 
0,1ccm 1 prom. Suprarenin. 
hydr. 
5 | 0,8 
5 intravenése Injektion von 
0,lcem 1 prom. Suprarenin 
hydr. 
10 | 0,2 
10 intravenése Injektion von 
0,lcem lprom. Suprarenin 
hydr. 
15 | 0,8 


SHSESRSRSTSASASE 
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Gallenmenge 
mc. Rae 


Zeit 


rt an 





114 60’ intravenése Injektion von 
0,5 cem 1 prom. Suprarenin 


hydr. 

12 00 | 0,8 
10 | 0,8 
20 1,0 
30 0,7 
40 | 0,7 
50 | 0,6 

1 00 0,6 
10 | 0,6 
20 | 0,5 
30 | 0,5 
40 | 0,5 
50 | 0,5 
2 00 | 0,5 
E. 2. Hund 

















3 00 
6. Chlorcalciumversuche. 
A. 2. Hund 11 50’ 
11h 6! | 40 12 00 
15 3,5 10 | 
25 2,0 20 
35 1,6 30 | 
45 0 40 
55 0 50 | 
2 5 0 1 00 | 
15 5,0 10 | 
25 5,0 20 
33 3,2 
12 25 bis 12 33’ intravendse Injek- 
tion von 0,1g Chlorcalcium| 10 25 
12 35 6 35 
45 1,6 45 
55 3,8 55 
1 6 4,2 ll 5 
15 5,2 15 
25 3,4 25 
35 3,0 ll 265 
45 3,0 
55 3,8 ll 
B. 4. Hund 12 
10 40 | 0,6 
50 | 1,0 
11 00 | 1,0 
10 | 1,0 
20 | 1,0 
30 | 0 1 
11 20 bis 115 30’ intravenése Injek- 
tion von 2,5g Chlorcalcium 
ll 40 | fo 





Zeit 


12h 50’ | 
1 00 | 
1 00 


1 10 
20 
30 | 
40 

1 40 


1 50 | 
2 00 | 
10 | 
20 
30 
40 | 
50 


SSSsSsssssssss 











subkutane Injektion von 
0,005 g Atropin. sulfuricum 


intravendse Injektion von 
0,5ccm 1prom. Suprarenin 






bis 114 40’ intravendse Injek- 
tion von 2,0g Chlorcalcium 
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10h 45’ 
50 
55 
11 00 


10 
15 
20 
25 
, 30 
35 
40 


ll 45 
50 
55 
12 00 


10 
15 


25 
35 
40 
45 
55 


10 
15 






45 
55 | 
2 00 | 
5 | 


2 05 


2 10 | 
15 | 


Gallenmenge 


ccm 


7. Nicotinversuche. 


A. 1. Hund. 





1,8 


- 


aoe OS to bow 


subkutane Injektion von 
0,002 g Nicotin 


sat a et ae gel aA a an 
mt et et et et et BD CO OD OO OD 


bo > bo 


bo 


—) 


1. Hund. 


1,6 
16 
1,5 
2,2 
0,4 
2.7 
2,0 
13 


subkutane Injektion von 
0,003 g Nicotin 


2,4 
0,6 





2h 20’ 
25 
30 
35 
40 
45 
50 
55 

3 00 

5 


10 | 


15 
20 
25 
30 
35 
40 
45 
50 


55 | 
4 00 | 


ll 5 


10 | 
15 | 


20 
25 


30 | 


11 30 


11 35 | 





Gallenmenge 


ccm 


et el el ee — ed 
SDROM+0N 


WHODMOD Marana to 


hel el el 


subkutane Injektion von 
0,01 g Nicotin 



























ot oe 
- Oo 


an 


awe om ue CF 2.4% BOS DO eee 
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Gallenmenge Gallenmenge 


ccm ccm 


8. Acetylebolin und andere Mittel. 


A. Atroprin und Acetylcholin. 11550’ subkutane Injektion von 
: Bond 0,005 g Atropin. sulfuricum 
. Hund. 
ll 55 1,1 
12h 35’ 2,0 12 00 1.0 
40 5 1,4 
45 10 0,9 
15 1,2 
20 0,5 
25 1,0 
25 subkutane Injektion von 
0,003 g Acetylcholin 
30 1,0 
35 0 
: : 40 0 
subkutane Injektion von 45 05 
0,003 g Atropin. sulfuricum 50 0.5 
3. 00 0,5 
‘ 5 0,5 
16 - 05 


— Rr OONW SOD 


; C. Acetylcholin und Nicotin. 
’ 1. Hund. 
1, 12h 25' 0,5 
subkutane Injektion von 30 0,3 
0,003 g Acetylcholin : 35 1,6 
08 40 18 
0,6 > 7 
0,2 55 | 
ps 00 1, 
0,7 , 
10 00 subkutane Injektion von 
0.7 0,003 g Nicotin 
0,2 5 2,8 
0,7 1, 
0,7 2, 
08 — 1, 
1, 
B. 2. Hund. k, 
subkutane Injektion von 
0,003 g Acetylcholin 








A. Adachi: Gallenausscheidung. 
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Gallenmenge Zeit Gallenmenge 
com | _ecom 


9. Chlornatriumversuche. 


11h 30’ 

40 | 

50 | 
12 00 

10 | 

20 

1,3 30 | 

intravenése Injektion von 30 Gabe von 10g Chlornatriun 
2,5g Chlornatrium per os 


11 
1,0 
1,0 


Nach 2 Stunden 8,0 ccm 





10. Natriumsulfatversuche. 
3. Hund. 11h 10’ | 
20 


30 | 
40 | 
50 } 
00 | 
10 
20 | 
30 | 
és 40 
intravenése Injektion von 50 | 
5g Natriumsulfat 


Roo 


~ ~ 


ve 


etl ae ele Ed 
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50 | 
00 | 
10 
20 
30 | 
40 | 
50 | 
00 
00 


~ 


to to OO te bo 
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Uber die Methodik 
der quantitativen Bestimmung des Fibrinogens. 


Von 
Wilhelm Starlinger. 
(Aus der II. medizinischen Klinik in Wien.) 
(Eingegangen am 8. Juni 1923.) 
Nachdem die Beobachtung des physikalisch-chemischen Zustandes 
der Eiwei8kérper des Blutplasmas in letzter Zeit immer mehr Bedeutung 


erfihrt und mit Hilfe verschiedenster Methodik Ergebnisse gewonnen 
hat, die in mancher Hinsicht den Grundsitzen der klassischen EiweiB- 


chemie itiber die Méglichkeit der Trennung des Gesamtproteins in 
einzelne wohlcharakterisierte Fraktionen nicht mehr véllig zu ent- 
sprechen scheinen, diirfte es nicht unangebracht sein, zu untersuchen, 
ob diese scharfe Abgrenzung, vom rein methodischen Standpunkte 
aus betrachtet, als berechtigt bzw. durchfiihrbar anzusehen ist. 


Soweit diese Fragestellung Globuline und Albumine betrifft, soll hier 
nur so viel bemerkt sein, da8 trotz vielfacher Bearbeitung eine sichere 
Entscheidung einstweilen noch nicht gegeben werden kann; denn wenn 
einerseits bei Verarbeitung ,,gereinigten‘’ Ausgangsmateriales Befunde 
erhoben wurden, die die Berechtigung einer scharfen Trennung dieser 
beiden EiweiBkérper erweisen, wie namentlich aus den jiingsten grund- 
legenden Arbeiten der Schule Wolfgang Paulis (1) hervorgeht, so stehen 
diesen doch wiederum Ergebnisse gegeniiber, die beim Studium des Ver- 
haltens ,,nicht gereinigten‘* Ausgangsmaterials gewonnen wurden und die 
mancherlei Ubergiinge zwischen beiden Fraktionen zur Feststellung ge- 
langen lieBen. Da aber nun jedes in dieser Hinsicht zu untersuchende 
biologische Substrat eine nicht gereinigte Eiwei8lésung darstellt und viele 
Beimengungen, die die bekannten flieBenden Uberginge zwischen den 
einzelnen Fraktionen im Glase bewirken, auch im Organismus ihren Ein- 
flu8 zur Geltung bringen, so erhebt sich die Frage, ob die Forderung nach 
ausschlieBlicher Verwertung von Befunden, die bei Versuchen mit ge- 
reinigtem Substrat gewonnen wurden, immer am Platze ist, ob nicht viel- 
mehr auch die andere Untersuchungsrichtung ihre Berechtigung hat, unter 
Umstanden sogar als die wichtigere angesehen werden kann. 
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Wahrend also das Verhalten der Globuline zu den Albuminen 
wiederholt der experimentellen Priifung unterzogen wurde, liegen 
iiber die gleiche Fragestellung hinsichtlich des Fibrinogens, wenn 
man von dem alten Streit tiber die Stellung des sogenannten Fibrino. 
globulins absieht, kaum Untersuchungen vor. Da aber nun gerade (er 
‘labilsten, grébstdispersen EiweiSfraktion des Blutplasmas, die wir 
eben als Fibrinogen bezeichnen, nach mannigfachen Untersuchungen 
der letzten Jahre beim Ablauf verschiedener physiologisch und patho- 
logisch wichtiger Vorginge eine bedeutende Rolle zuzukommen scheint 
und ihr Verhalten daher immer weitere Beachtung gewinnt, soll im 
folgenden versucht werden, nach vorheriger Priifung der bisher zur 
Verfiigung stehenden Methodik neue methodische Modglichkeiten 
auszubauen, deren Gesamtkritik schlieBlich als Beitrag zur eingangs 
gegebenen Fragestellung herangezogen werden soll. 

Bevor an die Erérterung der verschiedenen Verfahren zur quanti- 
tativen Bestimmung des Fibrinogens gegangen werden kann, mu} 
zuerst festgestellt werden, welcher Teil des GesamteiweiBes von vorn- 
herein als Fibrinogen anzusehen ist, methodisch also méglichst quanti- 
tativ erfaBt werden muB. 

Hier stehen sich zwei Auffassungen grundsitzlich gegeniiber: die erste 
faBt unter dem Begriff des Fibrinogens alles Eiwei8 zusammen, das bei 
28-Vol.-Proz.-Sattigung mit gesittigter Ammonsulfatlésung die Lésung 
verlaBt, sie sieht daher jenen Eiwei®kérper, der nach stattgehabter Ge- 
rinnung bei der genannten Salzkonzentration noch ausfallt, das sogenannte 
Fibrinoglobulin, entweder als ein nicht in Fibrin umgewandeltes Fibrinogen 
oder als ein bei der Fibrinogengerinnung entstandenes Spaltprodukt des 
Fibrinogens an. Die zweite Anschauung versteht unter Fibrinogen die 
Gesamtheit des PlasmaeiweiBes, die sich im Gerinnungsproze8 in Fibrin 
umwandelt, sie betrachtet das Fibrinoglobulin als selbstandige Fraktion, 
die mit dem Fibrinogen nur gleiche obere Fallungsgrenzen gemeinsam hat. 
Entsprechend der jeweiligen Stellungnahme erfolgt dann die Wahl der 
Methodik entweder im Sinne ellektiver Ammonsulfatfallung oder im Sinne 
der Uberfiihrung’ des Fibrinogens in Fibrin auf dem Wege spontan er- 
folgender oder kiinstlich bewirkter Gerinnung. 

Ohne nun auf die Frage nach der Entstehung und Art des Fibrino- 
globulins hier eingehen zu wollen, scheint es einerseits folgerichtig, 
als Fibrinogen nur die Muttersubstanz des Fibrins anzusehen, wofiir 
ja auch seit den Arbeiten Hekmas (2), denen zufolge das Fibrinogen 
als Sol des Fibrins aufzufassen ist, die exakte Grundlage geschaffen 
ist, andererseits zweckmifBig, als entscheidendes Kriterium die . vor- 
nehmste und am besten zur Abgrenzung verwendbare Eigenschaft: 
das Gerinnungsvermégen anzunehmen. 

Was nun die angewandte methodische Technik betrifft, so lassen 
sich die bis jetzt bekannten Verfahren in drei Gruppen einordnen: 
Die erste bedient sich der Gravimetrie, die zweite zieht das Verfahren 
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von Kjeldahl heran und umfaft zwei Untergruppen, je nachdem sie die 
| direkte Bestimmung des ausgefiillten Fibrinogens oder das Differenz- 
verfahren zwischen Plasma- und Serumeiweif zur Durchfiihrung 
bringt, die dritte schlieBlich macht sich die Ermittlung des Brechungs- 
vermégens ebenfalls im Differenzverfahren zunutze. 


In die erste Gruppe fallen die Methoden von Reye (3), Gram (4), 
Foster-Whipple (5), Lester (6), in die zweite Gruppe die Methoden 
von Pfeiffer-Kossler (7), Porges-Spiro (8), Cullen-van Slyke (9), 
Fahraeus (10), Howe (11), in die dritte Gruppe die Methoden von 
Winternitz (12), Leendertz-Gromelski (13), Leendertz (14). 


Da die genaue Kenntnis der einzelnen Methoden des kritischen 
Vergleichs wegen notwendig ist, diirfte es sich als zweckmaBig erweisen, 
sie vorerst in méglichster Kiirze wiederzugeben: 

1. Methodik nach Reye. Blut wird in NaF-Lésung (Endkonzentration 
etwa 0,6%) aufgefangen, Plasma durch Zentrifugieren gewonnen, 12 Teile 
Plasma durch Zusatz von 30 Teilen Wasser und 16 Teilen gesattigter Ammon- 
sulfatlésung [GréBenordnung etwa 10,0 + 25,0 + 13,4cem; siehe Lang- 
stein-Mayer (15), P. Th. Miiller (16)] gefallt, das geflockte Fibrinogen 
abfiltriert, umgefallt, mit auf 28 Vol.-Proz. gesattigter Ammonsulfatlésung 
bis zum Verschwinden der Biuretreaktion gewaschen, luftgetrocknet, bei 
80° koaguliert, mit heiSem Wasser méglichst salzfrei, dann mit Alkohol 
und Ather unter gleichzeitiger Wasserentzichung méglichst lipoidfrei ge- 
waschen, bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, gewogen, verascht 
und zuriickgewogen 


2. Nach Gram. 4,5 ccm Blut werden in einem in */;) cem eingeteilten 
Zentrifugierr6hrchen in 0,5cem 3 proz. Natrium citricum-Lésung auf- 
gefangen, darauf 90 Minuten lang mit 3000 Touren zentrifugiert und das 
Volumen der Blutkérperchen abgelesen. 2,0 cem Plasma werden mit 9 cem 
0,9 proz. Natriumchloridlésung und 2,0 cem 1 proz. CaCl,-Lésung ver- 
setzt und daraufhin 14% Stunden im Thermostat gehalten; das Gerinnsel 
wird zwischen Filterpapier abgepreBt, 15 Minuten in destilliertem Wasser, 
5 Minuten in absolutem Alkohol, 5 Minuten in Ather gewaschen und nach 
zweistiindigem Thermostataufenthalt auf der Torsionswage gewogen. Der 

Sih - ; ef (Cb — P).W. 100 oe 
Fibrinogenwert ergibt sich aus der Formel (Gb—C—P).2” wobei W 


das Fibrinogengewicht, Cb die Blutmenge, C die Zitratmenge und P die 


| Blutkérperchenmenge bedeutet. 


3. Nach Foster-Whipple. 9,0cem Blut werden mit 1,0cem 1 proz. Natrium- 
oxalatléisung vermischt und im Hamatokrit 30 Minuten bei 3000 Touren 
zentrifugiert, die Blutkérperchenmenge in '/,, cem abgelesen, 2 cem Plasma 
mit 40 ccm 0,8 proz. NaCl-Lésung und 2 cem 2,5 proz. CaCl,-Lésung ver- 
setzt und 2 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen; das Gerinnsel 
wird abgepreBt, in destilliertem Wasser gewaschen, im Porzellantiegel 3 bis 
10 Stunden bei 110° zur Gewichtskonstanz getrocknet, gewogen, 15 Minuten 
iiber der Bunsenflamme verascht, zuriickgewogen. Die Gewichtsdifferenz 
entspricht unter Beriicksichtigung der Blut- und Plasmaverdiinnung dem 
Fibrinogen. 
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4. Nach Lester. 2,0 cem Oxalatplasma werden in einer groBen Menge 
CaCl,-haltiger NaCl-Lésung koaguliert, das Gerinnsel getrocknet, gewogen, 
verascht und zuriickgewogen. 

5. Nach Pfeiffer-Kossler. 5,0 cem 4 proz. Natriumoxalatlésung werden 
mit Blut auf 100 ccm aufgefiillt, nach Gewinnung des Plasmas 20,0 ccm 
mit 5,0 cem 2 proz. CaCl,-Lésung versetzt, mittels des Kjeldahlverfahrens 
der N-Gehalt bestimmt und die Differenz zwischen diesem und dem N einer 
aquivalenten Menge nach erfolgter Ca-Gerinnung erhaltenen Serums unter 
Beriicksichtigung der Verdiinnung als Fibrinogenstickstoff in Rechnung 

‘ , : - z v _ pt+kK 
gesetzt. Dieser ergibt sich aus der Formel: N+ = o=%, (> —WN, ‘ ) 
wobei Ny den Fibrinogen N, N, den N des Oxalatplasmas, N, den des 
Oxalatserums, p die zur Gerinnung gebrachte Plasmamenge, K die Menge 
der zugesetzten CaCl,-Lésung, v das nach Bleibtreu ermittelte Volum des 
Oxalatplasmas im Verhiltnis zum Gesamtblut und v, die in 1000 ccm 
Oxalatplasma enthaltene Menge Oxalatlésung bedeuten. 

6. Nach Porges-Spiro. Bestimmung der Kjeldahl-N-Differenz zwischen 
Plasma und Serum im Makroverfahren. 

7. Nach Cullen-van Slyke. 5,0cem Plasma (aus Blutoxalatlésung. 
gemisch mit etwa 0,3% Salz-Konzentration gewonnen) werden mit 100 
bis 150cem 0,8 proz. NaCl-Lésung und 5,0 cem 2,5 proz. CaCl,-Lésung 
versetzt, das nach erfolgter Gerinnung gewonnene Gerinnsel fiinfmal mit 
0,8 proz. NaCl-Lésung gewaschen und sein N nach Kjeldahl bestimmt. 

8. Nach Fdhraeus. Etwa 50mg Blut werden: in diinnem Papier auf- 
gesaugt, gewogen und nach einigen Minuten mit 8 bis 10 cem éuBerst ver- 
diinnter Lauge in der Kialte extrahiert, wobei alle Blutbestandteile auBer 
dem geronneénen Fibrinogen in Lésung gehen. Wenn das Papier farblos 
geworden ist, wird die Lésung abgegossen und mit Wasser nachgefiillt. 
Das Fibrin wird entweder durch Verbrennen des ganzen Papiers oder eines 
mit 8 bis 10 cem n/100 NaOH bei 30 bis 40° erhaltenen Extraktes nach 
Bang bestimmt. 

9. Nach Howe. 0,5cem Salzplasma werden bei Zimmertemperatur 
mit 14 cem 0,8 proz. NaCl-Lésung und 1 cem 2,5 proz. CaCl,-Lésung unter 
Zufiigung eines Thymolkristalles versetzt und der N-Gehalt vor und nach 
erfolgter Gerinnung ermittelt. 

10. Nach Winternitz. Mittels des Pulfrichschen Eintauchrefrakto- 
meters wird das Brechungsvermégen von Hirudinplasma und dazu ge- 
hérigem Serum bestimmt und die Differenz nach Umrechnung in Eiweil- 
werte auf Grund der Reissschen Tabellen als Fibrinogen angenommen. 

11. Nach Leendertz-Gromelski. Unter Vernachlassigung der urspriing- 
lichen Angabe') als modifiziertes Verfahren*): a) Blut wird mit paraffi- 
niertem Instrumentarium entnommen, sofort zentrifugiert, das derart 
gewonnene Nativplasma mit isotonischer (3,55 proz.) Natrium citricum- 
Lésung im Verhiltnis von etwa 1: 15 vermischt und sein Brechungswert = F, 
bestimmt. Nach Spontangerinnung des Nativplasmas Versetzung des so 
gewonnenen Plasmaserums mit 3,55 proz. Zitratlosung in genau gleichem 
Verhialtnis wie oben, Bestimmung des Brechungswertes = R,. Fibrinogen 
= (R, — R,) . 0,215 (als Mittelwert des EiweiBumrechnungsfaktors entspre- 
chend einem Teilstrich der Pulfrichschen Skala). b) Das Blut wird in 3,55 proz. 


1) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 94, 1922. 
*) Ebendaselbst 96, 1923. 
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‘atrium citricum-Lésung im Verhialtnis 15: 1 aufgefangen und darauf ein 
‘eil des so gewonnenen Zitratplasmas mit dem 30. Teil einer 1,5 proz. 
jsung von CaCl, versetzt. Auf Grund der vor und nach erfolgter Ge- 
innung vorgenommenen Bestimmung des Brechungsvermégens ergibt sich 
jer Fibrinogengehalt aus der Formel (R, — R,) . 0,215. Bei beiden Methoden 
vird bei Bestimmung von fibrinogenarmem Plasma die Verdiinnung infolge 
jes Zusatzes der Salzl6sungen als praktisch zu vernachlissigen betrachtet, 
i fibrinogenreichem Plasma durch Einfiihrung des Verdiinnungsfaktors 
16/15 beriicksichtigt, entsprechend der Formel (R, — R,) . 0,229 (= 0,215 
1,067) fiir die Methode a) und (2, — R,). 0,252 fiir die Methode b) (bei 
Berechnung des Verdiinnungsfaktors auf Grund der Annahme: Plasma 
— halbe Blutmenge mit 1,17. 

12. Nach Leendertz. 5,4ccem Nativplasma werden mit 0,6 ccm einer 
3,6 proz. Na-Zitratlésung versetzt und damit zur genauen Festsetzung der 
btigen CaCl,-Menge, die das Optimum der Gerinnungszeit fiir die Durch- 
fihrung der refraktometrischen Bestimmung gleich 15 bis 20 Minuten 
rgibt, eine Reihe von Réhrchen, die von 0,03 bis 0,3 cem steigende Mengen 
einer 0,15 proz. CaCl,-Lésung enthalten, mit je 0,5 cem beschickt. Nach 
neuerlicher Verstellung der auf diese Weise gefundenen bestgeeigneten 
Verdiinnung mit CaCl,-Lésung Bestimmung von R, und R, und Berechnung 
des Fibrinogens durch Multiplikation der Differenz dieser Werte mit 
0,215 als EiweiBfaktor und 2/0,45 als Verdiinnungsfaktor, wobei unter x 
die jeweilige Gesamtmenge des Na-Zitrat-CaCl,-Plasmagemisches zu ver- 
stehen ist. 

Bevor nun an die Kritik der speziellen Methodik gegangen werden 
soll, mégen vorerst einige Fragen der allgemeinen Methodik, deren 
grundsatzliche Bedeutung fiir alle Verfahren gemeinsam gilt, Erérterung 
und Entscheidung finden: Diese Fragen betreffen erstens die Gewinnung 
des Plasmas, zweitens, falls Differenzverfahren zur Anwendung ge- 
langen, auch die des Serums. 

Zu ersterem Zwecke stehen drei Méglichkeiten zur Verfiigung: 
1. die Gewinnung von Nativplasma, 2. die Gewinnung von Hirudin- 
plasma, 3. die Gewinnung von Salzplasma. 

Ad.1. Die Verwendung von Nativplasma, d. h. von Plasma, 
das nur durch Benutzung paraffinierten Instrumentariums und durch 
raschestes Zentrifugieren erhalten wird, wiirde das an und fir sich 
bestmégliche Ausgangsmaterial fiir jede physikalisch-chemische Unter- 
suchung zur Verfiigung stellen, da in diesem Falle die jeweilige 
physikalisch-chemische Struktur in keiner Weise als zerstért oder 
auch nur beeintrachtigt angesehen werden kann, doch hat sie bis jetzt 
fir menschliches Plasma, soweit ich die Literatur iibersehen konnte, 
und zwar wohl in Anbetracht der angeblichen auBerordentiichen 
Schwierigkeit der experimentellen Technik, noch keine Verwertung 
erfahren. Tatsiichlich ist aber die Gewinnung von menschlichem 
Nativplasma, wenn auch nicht leicht, so doch bei entsprechender 
Ubung durchaus méglich und erlaubt volle experimentelle Verwertung, 


\ wenn die Versuchsdauer vom Beginn der Blutentnahme an gerechnet 
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eine Zeit von langstens 15 bis 20 Minuten nicht iiberschreitet. Aj; 
die technischen Einzelheiten wird spiter zuriickzukommen sein, hip. 
sichtlich der grundsitzlichen Verwertung fiir unseren Zweck mig 
jedoch schon hier bemerkt werden, daB die Verwendung von Natiy. 
plasma nur,im Rahmen der refraktometrischen, nicht aber der grayi. 
metrischen oder Kjeldahlmethodik erfolgen kann. Denn das in Ap. 
betracht der Notwendigkeit raschen Arbeitens nur kurzmicliche 
Zentrifugieren vermag zwar die zelligen Elemente des Blutes bis auf 
Spuren zu beseitigen, nicht aber die Blutplattchen, deren Anwesenhveit 
aber sowohl das mittels der Wage als auch mittels der N-Bestimmung 
gewonnene Resultat in jeweils nicht zu beurteilendem Ausmabe be- 
eintrichtigt, das Brechungsvermégen des Plasmas aber nicht beeinflu{t. 

Ad. 2. Hirudinplasma wird durch Zusatz von Hirudin in Substanz 
gewonnen und kann ebenfalls bei Beriicksichtigung aller Kautelen 
nur im refraktometrischen Verfahren véllig einwandfreie Verwertung 
finden. Denn die Gravimetrie und die Kjeldahlbestimmung im direkten 
Verfahren liefern in Anbetracht der irreversiblen Stabilisierung eines 
groBen Teiles des Fibrinogens durch das Hirudin trotz erfolgter maxi- 
maler Gerinnung viel zu kleine Werte und auch beim Kjeldahlverfahren 
auf Grund der Differenzbestimmung des EiweiBgehaltes von Hirudin- 
plasma und dazu gehérigem Serum diirfte das zugesetzte Hirudin unter 
Umstiinden Fehler, die allerdings praktisch sehr gering veranschlagt 
werden miissen, verursachen. Auf das Brechungsvermégen des Plasmas 
aber erstreckt sich, wie ich spiter zeigen werde, seine EinfluBnahme 
nicht. Im tbrigen hat die Verwendung von Hirudin in Anbetracht 
der volligen Unmédglichkeit seiner Erwerbung zur heutigen Zeit nur 
theoretische Bedeutung. 

Ad. 3. Die einfachste, billigste und daher auch fast ausschlieBlich 
geiibte Art der Plasmagewinnung beruht auf der Verhinderung der Ge- 
rinnung durch Zusatz gewisser Salze, der 1. entweder zum Vollblut oder 
zum Nativplasma, 2. in wisseriger Lésung oder in Substanz erfolgen kann. 

Wird das Salz in wisseriger Lésung zum Vollblut zugesetzt, so 
bedingt dies eine nicht geringe Fehlerméglichkeit: Denn da fiir unsere 
Zwecke die Notwendigkeit besteht, den Fibrinogengehalt in Gramm- 
prozent des Blutplasmas zu berechnen — denn bezogen auf das Gesamt- 
blut wiirde er in erster Linie vom Blutkérperchenvolumen abhingig 
sein — so ist es klar, daB entweder keine Verdiinnung des Blutplasmas 
bei seinerGewinnung erfolgen darf oder daB die Relation Blutkérperchen- 
volum/Plasmavolum jedesmal bestimmt werden mu. Bei Gewinnung 
von Nativplasma und Hirudinplasma wird die erste Forderung ohne 
weiteres erfiillt, bei der Gewinnung von Salzplasma durch Zusatz 
des Salzes in Lésung zum Vollblut aber wird der Verdiinnungsfaktor 
nur bei gleichzeitiger Blutkérperchenvolumbestimmung bekannt. Von 
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einer Reihe von Autoren (Reye, Lester, Porges-Spiro, Cullen-van Slyke, 
Howe) werden nun diese Faktoren iiberhaupt nicht, von anderen 
(Leendertz-Gromelski, Methode b) nicht im vollen Mae beriicksichtigt, 
wihrend Pfeiffer-Kossler, Gram und Foster-Whipple ihnen zwar voll 
fechnung tragen, dafiir aber die methodische Erschwerung der je- 
weiligen Blutkérperchenvolumbestimmung, deren Genauigkeit fiir 
unseren Zweck auBerdem kaum geniigen diirfte, in Kauf nehmen miissen. 
Erfolgt der Salzzusatz auBerdem noch in nicht isotonischer Lésung 
(Gram, Foster-Whipple, Pfeiffer-Kossler), so wird die entstandene 
Verdinnung noch weiterhin vergréBert durch den Wassereinstrom 
aus den roten Blutkérperchen in das durch das Salz hypertonisch 
gemachte Plasma. 

Verwendet man aber zur Salzplasmagewinnung wie Leendertz 
Nativplasma, so wird diese Fehlerquelle ausgeschaltet, gleichgiiltig, 
ob man den Salzzusatz in Lésung oder Substanz vornimmt; in ersterem 
Falle ergibt sich lediglich die jeweils bekannte rechnerische Ver- 
diinnungskorrektur. 

Setzt man schlieBlich das Salz in Substanz zum Vollblut, so erfolgt 
natiirlich ebenfalls die durch die kiinstliche Hypertonie des Plasmas 
bewirkte Verdiinnung desselben, doch fehlt die experimentelle Ent- 
scheidung, ob diese groB genug ist, um das Resultat der Fibrinogen- 
bestimmung praktisch zu beeintrichtigen: Verwendet man als ge- 
rinnungsverhinderndes Salz Natriumzitrat, so gentigen im allgemeinen 
Konzentrationen von weniger als 0,1° bezogen auf das Gesamtblut, 
um bei einiger Ubung die Gerinnung zu vermeiden. Doch pflege ich 
fir gewohnlich eine 0,lproz. Konzentration nicht zu unterschreiten 
und verwende meist, um auch bei den gerinnungsaktivsten Blutproben 
jede Gerinnung zu umgehen, eine 0,2proz. Konzentration. Vergleicht 
man nun das Brechungsvermégen eines auf solche Weise gewonnenen 
Zitratplasmas mit dem des zugehérigen Nativ- oder Hirudinplasmas, 
so ergibt sich, wie die folgende Tabelle I zeigt, daB ersteres fiir gew6hnlich 
dem zweiten nachsteht, manchmal den gleichen Wert ergibt, es selten 
auch um eine ganz geringe Differenz iibertrifft. Die Erklarung liegt 
darin, daB der Brechungswert des zugesetzten Salzes den des Plasmas 
an und fiir sich erhéhen wiirde, wenn nicht der Wassereinstrom aus den 
Blukérperchen erfolgte; iiberwiegt der letztere EinfluB, so gelangt 
das erste Ergebnis zur Beobachtung, im umgekehrten Falle das zweite, 
halten sich beide Faktoren die Wage, so ergeben sich gleiche Werte. 

Methodik: Blutentnahme durch Punktion der Armvene, Gewinnung 
von Hirudinplasma (HP) durch Zusatz von Hirudin in Substanz, 
Gewinnung von Zitratplasma (Z P) durch Zusatz von 0,002 g gepulverten 
Natriumzitrats zu 1,0 ccm Blut. Die Brechungswerte sind, wie in allen 
folgenden Tabellen in Pulfrichschen Skalenteilen angegeben. 
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Tabelle I. 





HP ZP Differenz HP ZP Differenz HP ZP Differenz 


59,5 587 | 08 | 604 | 60) ‘ 61,1 | 610 0,1 
613 60,7 06 | 601 598 3 57,4 | 57,4 0.0 
644 638 06 | 604 | 601 54,0 | 54,0 0.0 
58,7 58,1 06 | 599 596 i 57,7 7,7 00 
63,1 625 | 06 | 558 | 555 | 0: 613 613 0.0 
624 619 05 | 638 636 i 48,0 | 48.0 0,0 
469 464 | 05 | 57,4 | 87,2 1 496 | 497 |—0} 
45,1 | 446 O85 | 549 | 548 49.7 | 498 —O01 
61,7 613 | O04 | 57,2 | 57,1 57,9 | 580 —O1 
55,0 546 | 04 | 631 630. 569 | 57,1 —02 
56,1 558 | 03 | 589 | 588 57,9 | 582 —03 








Da nun entsprechend der Tabelle in 32 unter 33 Fallen die Differenz 
0,6 Skalenteile oder weniger betriigt, in 10 Fallen sogar wegfallt, bzw. 
negativ wird, so wiirde die Verdiinnung des Plasmas — seinen mittleren 
Brechungswert mit 60,0 veranschlagt — nur in ganz seltenen Fillen 
mehr als etwa 1/19) betragen, wenn der Eigenbrechungswert des Salzes 
in Wegfall kime. Da dieser aber zu groB ist, um Vernachlissigung 
erfahren zu kénnen, mu8 die Differenz um diesen Wert vergréBert 
eingeschatzt werden. Der Eigenbrechungswert des Natriumzitrats 
ist mit 0,4 Skalenteilen pro 0,1 °% Konzentration zu beziffern, und zwar, 
wie aus folgender Tabelle hervorgeht, sowohl bei Verwendung von 
Wasser als auch Plasma als Lésungsmedium im Sinne einfacher Ad- 
dition zum Ausgangswert. 

Methodik: Gewinnung von Nativplasma (NP) mittels paraffi- 
nierten Instrumentarismus, Zusatz von gepulvertem Natriumzitrat 
in Konzentrationen von 0,1 bis 0,4%. Vergleich mit aquivalenten 
Konzentrationen in wasseriger Lésung. 


Tabelle II. 


0 E ws. oe 0,4 





Konzentration des Na citr. 





NP 634 63,8 64,2 | 646 | 65,0 
Destilliertes Wasser .. 15,0 | 15,4 15,8 16,2 16,6 


Bei Annahme gleichmaBiger Verteilung des zum Vollblut gesetzten 
Salzes in 0,2 proz. Konzentration auf das Gesamtblut wiirde sich dem- 
gemaB der Wert 0,6 um 0,8 auf 1,4 vergréBern, bei Annahme aus- 
schlieBlicher Aufnahme des Salzes vom Plasma hingegen wiirde sich 
die VergréRerung nicht mit 0,8, sondern mit 1,6 beziffern lassen, da 
das Salz dann keine 0,2-, sondern eine 0,4proz. Konzentration inne- 
hielte. Im letzteren ungiinstigsten Falle betriige dann die Verdiinnung, 
an der Brechungsdifferenz gemessen, 2,2 Skalenteile, ware also im 
Sinne des fritheren Beispiels statt mit 1/,5) mit 1/,, zu veranschlagen. 
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Tatséchlich ist sie sicherlich viel geringer, da erstens die einfache 
Brechungsdifferenz in den weitaus meisten Fallen bedeutend kleiner 
als 0,6 ist und durch rasche Verarbeitung des Salzblutes im Sinne 
moglichst schneller Trennung des Plasmas vom Blutkérperchensediment 
noch weiter herabgedriickt werden kann — denn je linger beide Be- 
standteile in Beriihrung bleiben, desto ausgepragter gelangt der Wasser- 
einstrom aus den Erythrocyten zur Beobachtung — und weil zweitens 
nicht alles zugesetzte Salz im Plasma verbleibt. Es laBt sich also fest- 
stellen, daB selbst unter ungiinstigsten Bedingungen die durch die 
Verdiinnung bewirkte Verringerung des Fibrinogengehaltes bei Mengen bis 
(,3g-Proz. héchstens Werte von 0,01 g-Proz., bis 0,6 g-Proz. héchstens von 
0,02 g-Proz. und bis 0,09 g-Proz. héchstens von 0,03 g-Proz. erreichen 
kann, welche Fehler durch Addition von 0,01 zu den Werten der zweiten 
und 0,02 zu den Werten der dritten Gruppe so weitgehend aufgehoben 
werden, daB sie der praktischen Vernachliassigung anheimfallen diirfen. 
Weiter bedarf die Wahl des gerinnungsverhindernden Salzes der 
Entscheidung, die zwischen den gebrauchlichsten: Natriumzitrat, 
Natriumoxalat und Natriumfluorid erfolgen kann. Die Beurteilung 
muB vor allem drei Gesichtspunkte beriicksichtigen: 1. Die gerinnungs- 
verhindernde Aktivitéat, 2. ein etwaiges Reaktionsvermégen mit 
Bestandteilen des Plasmas, derart, daB der Ausfall der Fibrinogen- 
bestimmung beeintrachtigt werden kénnte, 3. das Ausmaf der durch den 
Wassereinstrom ausden Erythrocyten bewirkten Verdiinnung des Plasmas. 
Ad. 1. Nach der Gewichtsprozentkonzentration wiirde Natrium- 
oxalat am starksten, Natriumzitrat am schwiachsten die Gerinnung 
hindern, und in der Literatur gelten seit den alten Arbeiten von Arthus 
und Pagés (17) als Salzminima fiir Natriumoxalat eine 0,1 proz., fiir 
Natriumfluorid eine 0,2proz. und fiir Natriumzitrat eine 0,4proz. 
Konzentration, welche Werte zwar, wie schon fiir das Natriumzitrat 
hervorgehoben wurde, absolut zu hoch gegriffen sind, in ihrem Ver- 
haltnis zueinander aber den Tatsachen entsprechen. Vergleicht man 
aber fiquimolare Konzentrationen, so geniigt zwar z. B. eine solche 
von m/50 hinsichtlich des Natriumoxalats und Natriumzitrats, da im 
ersten Falle 0,027 g, im zweiten Falle 0,052 g Salz in mehr wie aus- 
reichendem Mafe 10 ccm Blut fliissig erhalten kénnen, nicht aber 
hinsichtlich des Natriumfluorids, da 0,008 g die Gerinnung von 10 ccm 
Blut nicht zu verhindern imstande sind. Die friiher angefiihrte Reihe 
hinsichtlich der Aktivitat der Gerinnungshemmung wiirde also in: 
Natriumoxalat, Natriumzitrat, Natriumfluorid zu andern sein. 
Ad.2. Setzt man zum Nativplasma oder auch zu gewoéhnlichem 
Serum eine Spur jedes der drei Salze, so fallt beim Natriumoxalat 
sofort ein sehr starker, bei Natriumfluorid erst nach einiger Zeit ein 
schwacher Niederschlag aus, das Natriumzitrat hingegen laBt jede 
14* 
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auch noch so feine Triibung vermissen. Es ist klar, daB dieser Niecer. 
schlag auch im Vollblut zustande kommt, und sich, wie schon Leendert: 
hervorhob, dem Nachweis nur dadurch entzieht, daB er sich im Blut. 
k6érperchensediment verbirgt. Da nun wohl mit groBer Wahrscheinlich. 
keit angenommen werden darf, daB dieser namentlich beim Oxalat 
geradezu massiv auftretende Niederschlag, wenn er auch in der Haupt. 
sache aus Calciumoxalat besteht, labiles Plasmaeiwei8 mitreift!), 


Tabelle III. 
ere af 
| brechungswert | 





| Abgelesener Berechneter 


| Verdiinnung 


Brechungswert | pro 0,1, Konz.| Brechungswert 


Nativplasma .... 66,1 oa _ 
Zitratplasma .... 65,6 0,4 64,0 2,1 
Oxalatplasma.... | 64,1 0,5 62,1 4,0 
Fluoridplasma .. . see ee” + pes ae 

so mu8 in dieser Hinsicht das Natriumzitrat vor den beiden anderen 
Salzen unbedingt den Vorzug erhalten. 

Ad. 3. Vergleicht man das AusmaB8 der durch den Salzzusatz 
bewirkten Herabsetzung des Brechungsvermégens, so laBt sich bei 
Verwendung einer 0,2proz. Konzentration die stiarkste Verminderung 
des Brechungswertes beim Fluorid, die geringste beim Zitrat beobachten, 
wie aus folgendem Protokoll, das als Beispiel fiir eine Reihe durchaus 
gleich verlaufender Versuche dienen mége, zu ersehen ist. (Tab. III.) 

Das berechnete Brechungsvermégen wurde durch Subtraktion 
des Eigenwertes der Salze vom abgelesenen Brechungswert gewonnen, 
wobei wie oben die Salze als nur im Plasma gelést angenommen wurden. 
wodurch sich die Konzentration auf das Doppelte erhéht. DaB fiir 
diese um so viel ausgeprigtere Verminderung des Brechungsvermégens 
bei Verwendung von Oxalat und Fluorid nicht etwa die Ausfillung 
von Oxalat- bzw. Fluoridkalk als Ursache herangezogen werden darf, 
obwohl dieser Vorgang das Endergebnis natiirlich im gleichen Sinne 
mitbeeinfluBt, geht schon daraus hervor, daB die Ausfillung am um- 
fangreichsten beim Oxalat, die Brechungsverminderung aber beim 
Fluorid zur Beobachtung gelangt. Da aber eine andere Erklarung, 
nachdem sich fiir eine konstitutiv bedingte Brechungsinderung des 
Mediums durch das zugefiihrte Salz keine Anhaltspunkte ergaben, 
wohl nur auf Verschiebungen des Wassers zwischen Blutkérperchen 
und Plasma zuriickgefiihrt werden kann, scheint es berechtigt, die Herab- 
setzung des Brechungswertes als orientierendes MaB der jeweils bewirkten 


1) In zwei diesbeziiglichen Untersuchungen konnte allerdings der 
direkte Beweis dafiir nicht erbracht werden, da die Fibrinogenmengen dic 
aus Zitrat-, Fluorid- und Oxalatplasma gewonnen wurden, iibereinstimmende 
Werte ergaben. 
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Verdiinnung heranzuziehen und entsprechend der hier gegebenen Frage- 
stellung dem Zitrat den Vorzug vor Oxalat und Fluorid einzuriiumen. 


Zusammenfassend laBt sich also feststellen, da8 von den gebriiuch- 
lichsten gerinnungsverhindernden Salzen das Calciumzitrat bei geniigend 
aktiver Gerinnungshemmung einerseits keinen Kalk und mit ihm 
andere Plasmabestandteile ausfallt, andererseits die relativ geringste 
Plasmaverdiinnung zu bedingen scheint und daher alleinige Verwendung 
fir sich beanspruchen darf. 

Was die Gewinnung des Serums anlangt, deren kritische Beurteilung 
die Einfithrung des Differenzverfahrens zum Zwecke der Fibrinogen- 
bestimmung erfordert, so bieten sich wieder mehrere Moéglichkeiten 
zur experimentellen Durchfiihrung. Das Serum kann gewonnen werden : 
1. Durch Spontangerinnung des Gesamtblutes oder einzelner seiner 
Bestandteile, 2. durch kiimstlich bewirkte Gerinnung urspriinglich 
an der Gerinnung gehinderten Blutes oder einzelner seiner Bestandteile. 

Ad.1. Seit einer kirzlich erfolgten sehr wertvollen Mitteilung 
von Leendertz (18) ist als bis dahin niemals beriicksichtigtes Faktum 
bekannt geworden, daB Nativserum ein verschiedenes Brechungs- 


| vermégen aufweist, je nachdem seine Gewinnung durch Gerinnung des 


Gesamtblutes oder des Nativplasmas allein erfolgt, und zwar derart, daB 
bei ersterem (Vollblutserum = VBS) ein geringeres Brechungsver- 
mégen zur Beobachtung gelangt, als bei letzterem (Plasmaserum = PS); 
als wahrscheinlichste Ursache wurde von Leendertz eine Verdiinnung des 
VBS durch eine etwa mechanisch zu erklirende Wasser- bzw. Wasser- 
Salzauspressung aus den vom sich zusammenziehenden Fibrinnetz 
umschlossenen Erythrocyten angenommen, hinsichtlich deren niherer 
Begriindung auf die Originalarbeit verwiesen sei. Da nun Leendertz 
mit Recht darauf aufmerksam macht, daB diese stattgehabte Ver- 
dimnung die Verwendung des bis jetzt tiblichen VBS als ,,Serum”™ 
im Rahmen eines Differenzverfahrens zum Zweck der Fibrinogen- 
bestimmung nicht erlaubt, habe ich die Angaben von Leendertz sofort 
nachgepriift und dabei als Ergebnis festgestellt, daB sich das Brechungs- 
vermégen des PS tatsichlich meistens von dem des VBS, oft sogar 
sehr erheblich, unterscheidet, aber nicht nur im Sinne der Relation 
PS > VBS, sondern auch entsprechend dem Verhiltnisse PS < VBS. 
In Anbetracht der grundsitzlichen Wichtigkeit dieser Frage fiir viele 
serochemische Untersuchungen seien meine Resultate kurz tabellarisch 
zusammengestellt. 

Methodik: Blutentnahme durch Punktion der Armvene. Gewinnung 
des VBS durch Spontangerinnung des einen Teiles, Gewinnung von PS 
durch Spontangerinnung des unter Beriicksichtigung der spiter zu er- 
érternden Technik erhaltenen Nativplasmas aus dem anderen Teile der 
Blutprobe. 
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Tabelle IV. 





PS | VBS | Differenz] PS VBS Differenz] PS VBS Differenz] PS | VBS) Differenz 
























































56,9 55,9 1,0 1620 618 02 1643 643 00 1555 558 —03 
56,9563 06 1614 612 O02 1573 57,3 00 1582 586 —04 
63,9 63,3 0,6 [59,0 588 02 {611 61,1 00 |62,7 631 —o4 
59,0584 0,6 1620 61,8 0,2 |60,1 60,1) 00 |62,1 625 —vo4 
58,0 57,5 0,5 |60,2'60,1 0,1 1605 605 00 1566 570 —04 
61,7 61,2 0,5 |608/60,7 U1 1455 455! 00 1545 549 —04 
61,0 60,5 0,5 |62,1 62,0 0,1 1601 60,1 00 [612 618 —0¥ 
53,8 534 0,4 |59,1/59,0 01 1519 51,9 0,0 157.4 580 —06 
60,6 60,3 0,3 [61,0 60.9 01 165,5\655 00 1590 596 —0¥ 
59,7 59,4 0,3 |48,0 47,9 01 157,4/57,4 0,0 [51,2 520) —ox 
60,7 60,4 0,3 [49,9 49,9 00 [545/546 —0,1 1630 638 —08 
56,8 56,6 0,2 |620 620 00 |59,4/596 —02 157.6 590 —14 


Die Betrachtung der Tabelle ergibt, daB unter 48 Untersuchungen 
22mal Unterschiede im Sinne PS > VBS, deren AusmaB in 19 Fiillen 
0,5 Skalenteile nicht iiberbot, und 14mal Unterschiede im Sinne 
PS < VBS, deren Wert 8mal unter 0,5 lag, zur Beobachtung gelangten, 
wahrend 12 Untersuchungen jede Differenz vermissen lieBen. Daraus 
1aBt sich fiir den hier verfolgten Zweck als Forderung ableiten, dati 
eine Verwendung von VBS im Rahmen eines Differenzverfahrens 
zur Ermittlung des Fibrinogens nicht mehr am Platze ist. 


Was die Ursache dieses Phinomens anlangt, so méchte ich hier nur 
so viel bemerken, da8 sie ihre volle Erklarung in der Annahme eines ein- 
seitigen Wasser-Salzeinstroms aus den Blutkérperchen ins Plasma auf Grund 
mechanischer Auspressung kaum finden diirfte. Dagegen spricht schon, 
abgesehen von dem oben mitgeteilten Ergebnis, daB in vielen Fallen das 
Plasmaserum sogar geringere Brechungswerte als das VBS aufweist, schon 
die experimentelle Priifung folgender Uberlegung: Wenn die von Leendert: 
gegebene Annahme in vollem Ausma8e zu Recht bestiinde, miiBte sich der 
supponierte Wasser-Salzeinstrom besonders geltend machen, wenn jenes 
Serum auf sein Brechungsvermégen untersucht wiirde, das durch Gerinnung 
des vorher seines meisten Nativplasmas beraubten Blutrestes, der also 
eine maximale Verschiebung der Relation Blutkérperchenvolum/Plasma- 
volum zugunsten des ersteren aufweist, gewonnen wurde. Dies ist nun 
nicht der Fall, wie aus der folgenden Tabelle erwiesen werden kann. 

; Methodik: Wie oben. Bestimmung des Brechungsvermégens von 
hi PS, VBS und auBerdem noch jenes Serums, das bei Spontangerinnung 
der zum Zwecke der PS-Gewinnung des gréBten Teiles (mindestens zwei- 
Drittel) ihres Nativplasmas beraubten Blutprobe (VBS-Rest = VBSR) 
erhalten wurde. 

fi Tabelle V. 


Re RE er en ene et meena rman arrmentnAnrnnbay Ae —- 














PS>VBS 
VBS < VBSR 


PS< VBS 


VBS< VBSR V8S= VBSR VBS > VBSR 






_|yBsR>Ps VBSR=PS VBSR>PS VBSR = Ps VBSR >Ps 










PS. . . 61,4 59,0 61,7 62,0 56,8 49,6 60,1 620 | |45,5:60,0,57,3, 62,1 
VBSR. 61,7 59.4 61.7620 56.8 49.6 60,4 | 62,1 45,5 60,0 57,3, 62,2 
VBS . . 61,2 |58,4 61.2618 56,6 49,3 60,1 62.0 45,5 60,0 57.3 62,5 





gleick 
des | 
dene! 
in je 
einzil 
PS< 
nied 


der 

Geri 
ist, 

sche 
Rich 
Aus] 
Rick 
des | 
Vor 


plas 
geri 
vert 
Rek 
des 


sich 
keit 
nac 
iibr 
unc 
gen 


an 
dal 
sta 


ee 
Differenz 


—03 
—(04 
04 
—(4 
— (04 
-0.4 
— 0.6 
— 0.6 
— 0.6 
— O08 
— 0.8 


—14 


ungen 
Fallen 
Sinne 
ngten, 
Jaraus 
1, daB 
threns 


ronur 
S ein- 
rund 
schon, 
n das 
schon 
ndertz 
h der 
jenes 
nung 
als ) 
Sma 
nun 


von 
nung 
LWel- 


SR) 


Quantitative Bestimmung des Fibrinogens. 215 


De Durchsicht der Tabelle ergibt also durchweg ein entweder 
gleiches oder hoéheres, niemals aber geringeres Brechungsvermégen 
des VBSR gegeniiber dem PS und dies sowohl bei jenen Fallen, in 
denen der Brechungswert des PS den des VBS iiberragt, als auch 
in jenen, wo beide Werte gleiche Gré&e aufweisen, waihrend bei der 
einzigen zur Beobachtung gelangenden Blutprobe, die die Formel 
PS<.VBS erkennen lieB, der Brechungswert des VBSR zwar 
niedriger als der des V BS, immer aber noch héher als der des PS war. 

Daraus laBt sich folgern, daB das Wesen des ganzen Vorganges, 
der jedenfalls genaueres Studium verdient und manche Frage des 
Gerinnungsmechanismus neu beleuchten kann, zusammengesetzter Art 
ist, derart, daf der Wasser-Salzeinstrom, der ja mit gréBter Wahr- 
scheinlichkeit als Ursache anzusehen ist, nicht immer nur nach einer 
Richtung erfolgt, also kaum seine Bedingungen in einer mechanischen 
Auspressung aus den Erythrocyten allein findet, sopdern nach beiden 
Richtungen sich wenden kann, entsprechend der jeweiligen Stérung 
des Gleichgewichtes der Verhiltnisse, die wir als Regulatoren osmotischer 
Vorgiinge kennen. 

Ad. 2. Die Gewinnung von Serum kann erfolgen a) aus Hirudin- 
plasma, b) aus Salzplasma; sie kann bewirkt werden a) durch Spontan- 
gerinnung, b) durch kiinstliche Fermentgerinnung, die als fiir den hier 
verfolgten Zweck ungeeignet, ausgeschaltet werden kann; c) durch 
Rekalzifikation, d) durch Erwarmung auf 56°; der Fallungstemperatur 
des Fibrinogens. 

Die Gewinnung von Hirudinserum aus Hirudinplasma wirde an 
sich den groBen Vorteil bieten, daB die gewisse technische Schwierig- 
keiten verursachende Darstellung des PS in Wegfall kame, da der 
nach Entfernung der zur Plasmabestimmung notwendigen Plasmamenge 
iibrigbleibende Rest leicht von dem Blutkérperchensediment getrennt 
und selbstandig der Gerinnung iiberlassen werden kann, die im all- 
gemeinen nach etwa einer Stunde spontan abgelaufen ist. Steht also 
Hirudin iiberhaupt zur Verfiigung, so wire diese Art der Serumgewinnung 
an und fiir sich von Vorteil, doch wird sie dadurch unméglich gemacht, 
da8 das Hirudin in vielen Fallen einen Teil des Fibrinogens irreversibel 
stabilisiert, d. h. es gelingt weder durch Spontangerinnung, noch durch 
Erwarmung auf 58°, diejenige Menge Fibrinogen auszufillen, die das 
gleiche Plasma, mit anderer Methodik gepriift, enthalt. Uber das 
quantitative AusmaS des durch das Hirudin physikalisch-chemisch 
verinderten Fibrinogens wird spiiter zu berichten sein. 

Was die Gewinnung von Salzserum anlangt, so kann die Spontan- 
gerinnung technisch deshalb nicht zur Anwendung kommen, da ihr 
Ablauf ‘nicht berechnet werden kann, sehr oft sogar bei Verwendung 
kleinster Salzmengen selbst nach Tagen kein Ergebnis aufweist. Re- 
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kalzifikation und Erwirmung hingegen ergeben im Differenzverfalirey 
gleiche Fibrinogenwerte, welches Resultat vorweg genommen sei uni 
als wechselseitige Begriindung der Tauglichkeit beider Verfahren 
einstweilen gelten darf. Zusammenfassend l4Bt sich also hinsichtlich 
der Serumgewinnung aus kiinstlich ungerinnbar gemachtem Blute 
feststellen, daB, wenn iiberhaupt, nur auf 56° erwirmtes oder rekalz. 
fiziertes Salzplasma ein brauchbares Ausgangsmaterial darstellt. 

Nach diesen Feststellungen iiber die Gewinnung und Verwertung 
des Ausgangssubstrates, die mir vor allem geboten erschien, kann nun 
an die kritische Erérterung der Methodik selbst gegangen werden, 
Dabei sei zuerst im allgemeinen festgestellt, da® die Anwendung aller 
jener Methoden, die groBe Mengen Ausgangsmaterial erfordern, wie 
die Verfahren von Pfeiffer-Kossler, Reye, Porges-Spiro von vornherein 
den schweren Nachteil mit sich bringen, Serienuntersuchungen an der. 
selben Versuchsperson innerhalb kurzer Zeit nicht zu gestatten; sie 
miissen daher schon aus diesem Grunde eine Einschrinkung ihrer 
Anwendbarkeit erfahren. 

Was nun die Bewertung der Leistungsfihigkeit der einzelnen 
methodischen Hauptverfahren anlangt, so lassen sich mit der Gravimetric 
nach meiner Erfahrung nur bei Verwendung von Makromethoden 
gute Resultate gewinnen, wobei ich unter Makromethoden solche 
verstehe, die zu ihrer Durchfiihrung mindestens 4 bis 5ccm Plasma 
erfordern; denn bei Verwendung kleinerer Mengen Ausgangsmaterials 
wird die zur Messung gelangende Menge Fibrinogen so klein, daB schon 
ganz geringe Fehler der technischen Durchfiihrung, wie sie kaum 
vermeidbar sind, das Endergebnis in einer Weise andern, daf erst 
grofe Unterschiede zwischen verschiedenen Bestimmungen als sichere 
Ausschlige gewertet werden kénnen; wire z. B. der Fibrinogengehalt 
eines Plasmas mit 0,24g-Proz. zu veranschlagen, so wiirden 2,0 ccm des 
ersteren 0,0048 g des letzteren enthalten, so daB eine Verschiebung 
des Resultates um + 0,0005 g wie sie durch ungeniigende Trocknung, 
durch Schwierigkeiten bei Veraschung und Riickwagung zur Bestimmung 
des Salzfehlers, der von manchen Autoren (Gram) iibrigens villig 
vernachlassigt wird, oft nur zu leicht eintritt, bereits véllig unverwertbare 
Ergebnisse erzielt. Dazu kommen noch Fehlerquellen, die fiir jede 
direkte Fibrinogenbestimmung an kleinen Mengen (also auch fiir die 
direkte Kjeldahlbestimmung) gelten und ihre Ursachen in der technischen 
Unméglichkeit finden, z. B. jede Zell- und Plittchenbeimengung oder 
kleinste Substanzverluste bei Abpressung der Fallung zwischen Filter- 
papier mit Sicherheit auszuschlieBen. 

Zur Methodik von Gram miéchte ich noch weiter bemerken, da 
mir die Verwendung der Torsionswage zur Wagung solch kleiner Mengen 
nicht angebracht scheint, da man unter Zugrundelegung des oben 
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erwihnten Beispiels den Fibrinogengehalt iiberhaupt nur auf 0,05g-Proz. 
genau zu bestimmen imstande ist. Denn die Bangsche Torsionswage 
verzeichnet als kleinste MaBeinheit 0,001 g, welche Gewichtsmenge 
bei Verwendung von 2,0ccm Plasma einem Fibrinogengehalt von 
0,05 g-Proz. entspricht. 

Die Leistungsfahigkeit des Kjeldahlverfahrens hangt vor allem 
einerseits von der Entscheidung fiir das direkte oder Differenzverfahren, 
andererseits von der Wahl der in Anwendung gebrachten Methodik 
im Sinne der Makro- oder Mikrobestimmung des N ab. Was den ersten 
Punkt anlangt, so ist es verstindlich, da das Differenzverfahren 
zwei schwere Nachteile gegeniiber der direkten Bestimmung aufweist: 
erstens, eine Verdopplung aller technischen und methodischen Fehler- 
quellen an sich als Folge der Abhangigkeit der Differenz von zwei 
Ausgangswerten, zweitens die methodisch bedingte Notwendigkeit 
der Bestimmung sehr kleiner absoluter Fibrinogenmengen. Hinsichtlich 
des zweiten Punktes muB die Erwagung gelten, daB, wenn médglich, 
an Stelle der Makrobestimmung eine Mikrobestimmung in Anwendung 
gebracht wird, fiir deren Durchfiihrung das Preglsche Verfahren im 
Hinblick auf unseren Zweck als Methodik der Wahl gelten kann. 

Die Beurteilung der Leistungsfihigkeit des direkten Verfahrens 
auf Grund der N-Bestimmung nach Pregl ergibt sich aus folgender 
Uberlegung: Da 1,0 ccm der vorgelegten n/70 Lauge 0,0002 g N ent- 
spricht und an der Biirette als kleinste Einheit 0,01 ccm abgelesen werden 
kann, la8t sich die geringste durch Titration feststellbare Menge N 
mit 0,000002g beziffern!). Enthielte nun das zu untersuchende Plasma 
0,24 g-Proz. Fibrinogen, die bei Verarbeitung von 1,0 cem Plasma einer 
absoluten Menge von 0,0024g Fibrinogen entsprechen (0,00038 g N), so 
wiirde sich die theoretische Fehlerméglichkeit um + 0,0000125 mg 
Fibrinogen bewegen, was eine Fehlerquelle von 0,5% entsprechend 
0,001 25 g-Proz. ergibt; tatsiachlich erfihrt dieses ausgezeichnete Er- 
gebnis allerdings noch insofern eine Einschrankung, als die Titration 
in Anbetracht der Breite des Farbumschlages praktisch nicht bis zu 
einer Genauigkeit von 0,01 ccm, sondern nur etwa bis 0,05 (= 1/5) ccm) 
verbrauchter Lauge getrieben werden kann. Damit vergréBert sich 
zwar die Fehlerméglichkeit auf das Fiinffache, also nach obiger Rechnung 
auf +2,6%, entsprechend 0,00625 g-Proz., ohne aber die Giite des 
Resultates fiir den praktischen Gebrauch zu beeintriachtigen, fir den 
eine Genauigkeit bis zur zweiten Dezimale vollig geniigt. 

Ginzlich ungiinstig hingegen stellt sich das Ergebnis des Differenz- 
verfahrens bei Verwendung der Preglschen Methodik dar. Denn da 
Plasma- bzw. Serummengen von mehr als 0,1 ccm bereits Schwierigkeiten 


1) Nach Pregl, Handb. d. biochem. Arbeitsmethoden. 
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bei der Verbrennung verursachen, wiirde sich, falls der Plasmaeiy «if. 

gehalt z. B. 8,44, der SerumeiweiBgehalt 8,20 g-Proz. betriige. dir 
im Differenzverfahren zur Bestimmung gelangende absolute Eiwei(. 
menge mit 0,00844g fiir das Plasma und 0,00820g fiir das Serun 
beziffern. Auf Grund der oben ermittelten Fehlerméglichkeit yoy 
0,0000125 g EiweiB, die natiirlich fiir die Plasma- und Serumbestimmuny 
Beriicksichtigung finden, also verdoppelt werden mu, wiirde cine: 
absoluten Fibrinogenmenge von 0,00024 g ein Fehlerwert von + 0,000025 
gegeniiberstehen, was einem Prozentverhaltnis von 10,5 entspricht 
Da nun dieser Wert nach den friiheren Ausfiihrungen in Wirklichkei: 
um das Fiinffache zu klein berechnet wurde, ergibt sich eine solche 
Fehlerméglichkeit, daB den derart ermittelten Ergebnissen jede Be. 
rechtigung zur Verwertung abzusprechen ist. 

Um also mit Hilfe der Kjeidahlmethodik im Differenzverfahren 
brauchbare Resultate zu gewinnen, ist die Verarbeitung von mindesten: 
je 2,0 ccm Plasma und Serum und damit die Verwendung eines Makvro. 
verfahrens notwendig. Die dazu nétige Blutmenge ist mit etwa 10 cem 
zu veranschlagen, so daB Serienuntersuchungen kaum mehr zur Durch- 
fiihrung gelangen kénnen. ; 

Wahrend also nach diesen Gesichtspunkten die Methodik von 
Cullen-van Slyke alle Bedingungen erfiillt, méchte ich hinsichtlich 
des Verfahrens von Howe, das sich von ersterem nur durch Verwendung 
kleinerer Mengen Ausgangsmaterials unterscheidet, bemerken, dali 
fiir diese Abinderung kein Grund vorliegt, da 1,0 cem Plasma ebenso 
leicht zu gewinnen ist, bei der Verarbeitung aber groBe technische 
Vorteile gewahrt. Was die Fibrinogenbestimmung von Fahraeus anlangt. 
so verursachen allein der nicht vermeidbare Einschlu8B von Zellen und 
die Art der Extraktion eine solche Reihe von Fehlerquellen, da8 ihre 
Resultate kaum Verwertung finden kénnen. 

Der Kritik der refraktometrischen Methodik endlich kann folgende 
Erwagung zugrunde gelegt werden: Die Ablesung des Brechungswerte- 
fiir Plasma und Serum erfolgt mit einer Genauigkeit von + 0,05 Skalen- 
teilen, so daf der gréBte im Differenzverfahren zur Auswirkung ge- 
langende Ablesefehler + 0,1 Skalenteil betrigt. Erfolgt nun die Un- 
rechnung auf EKiweif unter Zugrundelegung der Relation: 0,1 Skalentei! 
= 0,0215 g-Proz. EiweiB, so ergibt sich fiir die Bewertung des Fibrinogen- 
gehaltes ein Fehlerbereich von + 0,02 g-Proz.. Ob dieser Reisssche 
mittlere _Umrechnungskoeffizient fir SerumeiweiS auch fiir das 
Fibrinogen angewendet werden darf, wurde bis jetzt angenommen. 
ist jedoch experimentell noch nicht nachgewiesen. Doch selbst fiir den 
Fall, da& sich kleine Abweichungen des Brechungsvermégens de- 
Fibrinogens vom Brechungsvermégen des SerumeiweiBes, in dessen 
Rahmen ja ein minimaler Unterschied zwischen Globulin und Albumin 
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schon festgestellt ist, ergeben wiirden, die dann selbstverstandlich die 
entsprechende Korrektur des Umrechnungsfaktors zur Folge haben 
muBten, — ich bin derzeit mit Untersuchungen tiber das Brechungs- 
und Drehungsvermégen des Fibrinogens beschiftigt —, so wiirde 
dadurch die vergleichende Bewertung der Resultate keinen Eintrag 
erleiden, da der Faktor immer in gleicher Weise zur Berechnung ver- 
wendet wird. Damit fallt gleichzeitig der Einwand, da es nicht an- 
gingig sei, das Brechungsvermégen des PlasmaeiweiBes und Serum- 
eiweiBes nach gleichen Gesichtspunkten zu verwerten. Daf schlieBlich 
zeittechnisch die Refraktometrie alle anderen Methoden weit iiberragt, 
braucht nicht besonders hervorgehoben zu werden. 

Zusammenfassend laé®t sich also hinsichtlich der technischen 
Leistungsfihigkeit aller drei Methoden sagen, da8 bei Verarbeitung 
kleiner Blutmengen die direkte Kjeldahlbestimmung des Fibrinogens 
zwar die genauesten Resultate vermittelt, jedoch auch die refrakto- 
metrische Bestimmung im Differenzverfahren ein geniigend gutes 
Ergebnis zu verzeichnen hat, um volle Verwertung im klinischen 
Gebrauche zu finden, wozu sie auBerdem ihre leichte und schnelle 
Durchfiihrung ganz besonders eignet. Die Kjeldahlbestimmung im 
Differenzverfahren ergibt nur bei Verarbeitung groBer Mengen Aus- 
gangsmaterials brauchbare Resultate und auch die Gravimetrie erfordert, 
abgesehen von umstindlicher und verhiltnismaBig schwieriger Durch- 
fihrung, relativ groBe Mengen Blutes, wennsie gute Ergebnisse liefern soll. 

Aus diesem Grunde soll im folgenden letzten Abschnitt tber 
Untersuchungen berichtet werden, die einerseits den Zweck verfolgen, 
die refraktometrische Methodik der Fibrinogenbestimmung zu _prifen 
und auszubauen, andererseits aber auf Grund ihrer Ergebnisse im- 
stande sind, manche allgemein methodische Fragen der quantitativen 
Ermittlung des Fibrinogens zur Entscheidung zu bringen und schlieb- 
lich zur Klarung der eingangs gegebenen Fragestellung beizutragen. 

Zur refraktometrischen Bestimmung des Fibrinogens kann 
Nativplasma, Hirudinplasma und Salzplasma verwendet werden. 

Die Verarbeitung von Nativplasma hat bis jetzt keinen Eingang 
gefunden, obwohl sie aus schon frither dargelegten Griinden allen 
anderen vorzuziehen ist; andererseits kann die Bestimmung von Nativ- 
plasma iiberhaupt nur im Rahmen der Refraktometrie zur Durch- 
fihrung gelangen, wie ebenfalls schon hervorgehoben wurde. SchlieBlich 
war die Notwendigkeit, Nativplasma in den Bereich der Untersuchung 
m ziehen, deshalb gegeben, weil erst durch die Verarbeitung dieses 
Materials sichere Anhaltspunkte fiir eine Kritik jener Resultate zu 
gewinnen waren, die die Verwendung kiinstlicher Plasmen lieferte. 

Die Technik zur Gewinnung von Nativplasma gestaltet sich derart, daB 
durch Punktion der Armvene ohne, bzw. mit nur geringer vorheriger 
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Stauung, die aber vor der Blutentnahme wieder gelést werden soll, mittels 
paraffinierter') Kanile und Spritze mindestens 4 ccm Blut?) entnommen. 
in ein paraffiniertes Glaschen nach vorheriger Abnahme der Kaniile wnq 
ohne Bildung von Blutschaum gebracht und sofort mit etwa 2000 bis 3000 
Touren etwa 5 Minuten zentrifugiert werden, nach welcher Zeit sich jr 
allgemeinen 1 bis 14% ccm Nativplasma abgesetzt haben; dieses wird mit 
paraffinierter Pipette abgehoben und nach vorheriger Beschickung des 
Hilfsprismas in ein frisches Glaschen zur Gewinnung von PS iibertragen, 
Es empfiehlt sich, waihrend der Refraktometrie des Nativplasmas dic 
Temperatur des Wasserbades in den ersten Minuten tief (etwa auf 1(°) 
zu halten, wodurch eine raschere Abkiihlung des eingeschlossenen Plasmas 
erfolgt, und erst nach 3 bis 4 Minuten auf 17,5° zu erhéhen. Bei guter Technik, 
die vor allem in peinlichster Sauberkeit (Staubfreiheit) der zur Verwendung 
gelangenden paraffinierten GefiiRe besteht, gelingt es auf diese Weise fast 
ohne Ausnahme, die Bestimmung des Brechungsvermégen vor Eintritt 
der Gerinnung, die in der Regel etwa 15 bis 20 Minuten nach Fiillung des 
Refraktometers erfolgt, zu Ende zu fiihren. Die Bestimmung des Serum. 
wertes erfolgt am zugehérigen PS. 


Was die Verwendung des Hirudinplasmas zum Zwecke der Be. 
stimmung des Fibrinogens anlangt, so wurde sie bis jetzt ausschlieBlich 
im Rahmen der alten Winternitzschen Methodik geiibt. Ihre kritische 
Priifung mute vor allem den Nachweis erbringen, den Winternit: 
selbst zu fithren nicht versucht hatte, daB das in Substanz zugesetzte 
Hirudin das Brechungsvermégen des Plasmas nicht beeinfluBt. Dies 
ist nun tatsiachlich der Fall, wie die nachfolgende Tabelle auf Grund 
der Nebeneinanderstellung der Brechungswerte des aus der gleichen 
Blutprobe gewonnenen Nativ- und Hirudinplasmas erweist. 


Tabelle VI. 








i 2 RRS Re | 61,35 61,75 | 613 63,1 64,5 | 57,5 | 57,9 | | 57,2 60,15 62,5 
HP |... | 6135/6175 | 613 | = 57,5 | 57,9 | 57,1 | 60,2 | 62,5 

Eine Verbesserung des Verfahrens mu8 jedoch hinsichtlich der 
Gewinnung des Serums im Sinne der Verwendung von P§ an Stelle 
des VBS Platz greifen. Denn wenn auch, wie aus Tabelle VI hervorgeht, 
machmal gar keine, oder zum mindesten nur geringe Verschiedenheiten 
zwischen beiden Werten zur Beobachtung gelangen, so kénnen diese 
Differenzen doch in vielen Fallen ginzlich irrige Resultate verursachen, 
und zwar im Sinne sowohl einer scheinbaren Verringerung als auch 
Vermehrung des Fibrinogens. Bemerken méchte ich jedoch, daB bei 
Bestimmungen an der gleichen Versuchsperson zu verschiedenen 
Zeiten, die relative Beziehung der einzelnen Werte untereinander 
auch bei Verwendung von VBS insofern keine wesentliche Verainderung 


1) Als beste Mischung hat sich mir das Verhialtnis Paraffini solidi 2 
auf Paraffini liquidi 1 bewahrt. 
*) Kleinere Blutmengen kommen leichter zur Gerinnung. 
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erfalrt, als das Verhaltnis des Brechungsvermégens von PS zu VBS 
am gleichen Menschen bei verschiedenen Blutentnahmen innerhalb 
nicht allzu langer Zeiten kaum Schwankungen aufzuweisen scheint. 

DaB Hirudinserum (HS) trotz manchen technischen Vorteils 
keine Verwendung finden kann, wurde schon im _ vorigen damit 
begriindet, daB durch Hirudin ein Teil des Fibrinogens irreversibel 
stabilisiert wird und weder bei Spontangerinnung, noch bei Erwirmung 
auf 55° zum volligen Austritt aus der Lésung gezwungen werden kann. 
Der experimentelle Nachweis ergibt sich aus Tabelle VII. . 

Methodik: Die Gewinnung von HS erfolgte in den ersten 11 Fallen 
durch Spontangerinnung des Hirudinplasmas (HP), in den letzten vier 
Fallen durch Erwairmung auf 55°, die Fallungstemperatur des Fibrinogens, 
wahrend 5 Minuten. Die Resultate fanden nur in solchen Fallen Verwertung, 
in denen die Sera auch nach 24 Stunden den Eintritt nachtraglicher Ge- 
rinnungserscheinungen vermissen lieBen. 


Tabelle VII. 





HP. . . 57,461,7,54,9,61,7 60,4 61,35 57,9 62,5 61, 75 48,0158,9157,2/62,4 58,2 58,1 
3: ee "54.5 60,2.52,3 59,0 59,0 60.5 54,5 60,8 61,0 45,5 56,8 54,4 60,1 57,1 57,0 
BS. . 57,2 61.0 52,7 59,3 59,3 60,8 54,861,161] sscetiet fol1]02,71070 
Nicht auss 


Fooneeea || 2,7 ol 0,4 030,303 0,3 03 0,1 0,0 00 1,7| 1,0) 06 0,0 


Fibrinogen |, 


Die Winternitzsche Methode liefert demnach bei Verwendung 
von PS ebenso gute Werte wie das auf Verarbeitung von Nativplasma 
beruhende, oben angegebene Verfahren und ist diesem, falls Hirudin 
wieder erhaltlich sein wird, an Leichtigkeit der technischen Durch- 
fihrung tiberlegen. 

Die Verwendung von Salzplasma schlieBlich fand vor kurzem, 
wie z. B. aus der Stellungnahme Naegelis (19) hervorgeht, véllige 
Ablehnung, was jedoch darauf zuriickzufiihren ist, daB sie in ginzlich 
ungeeigneter Weise vorgenommen wurde. Denn beim Vergleich von 
Salzplasma mit nativem Serum darf es in Anbetracht der friiheren 
Ausfiihrungen nicht Wunder nehmen, daB bei geringem Fibrinogen- 
gehalt das Brechungsvermégen des Plasmas hinter dem des Serums 
vielfach zuriickbleibt, eine Berechnung des Fibrinogens also iberhaupt 
nicht erfolgen kann. Nur wenn Nativsalzplasma zur Verwendung 
kommt, das durch Zusatz des Salzes in Substanz zum Nativplasma 
gewonnen wird, so da8 der bekannte Eigenbrechungswert des Salzes 
wieder in Abrechnung gebracht werden kann), darf die Gegeniiber- 


1) Voraussetzung dafiir ist allerdings, daB weitere gréBere Vergleichs- 
reihen, iiber die ich noch nicht verfiige, ausnahmslos dasselbe Resultat 
wie die durch das Beispiel der Tabelle II vertretenen Versuche ergeben, 
da8 namlich das Brechungsvermégen des Nativplasmas durch das zu- 
gesetzte Salz in jedem Falle rein additiv vermehrt wird. 
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stellung von Nativserum, das natiirlich PS sein muB, erfolgen, mu} 
sogar, wie aus dem Spiateren hervorgehen wird, falls die Darstelluny 
von Nativplasma oder Hirudinplasma nicht médglich ist, geforder 
werden. 

Erfolgt aber der Salzzusatz, wie bisher zum Zwecke der Salzplasma. 
gewinnung immer, direkt zum Blut, so ist es klar, daB im Differenz. 
verfahren nur ein in entsprechender Weise gewonnenes Salzserun 
zur, Untersuchung herangezogen werden darf, wie im folgenden 7 
zeigen sein wird und worauf auch Leendertz (1. c.) ausdricklich hin. 
gewiesen hat. 


Was die Gewinnung des Salzplasmas und Salzserums anlangt, 
so kann diesbeziiglich auf die vorstehenden Ausfiihrungen verwiesen 
werden, doch muB die experimentelle Begriindung der dort teilweise 
vorweg genommenen Ergebnisse hier nachgetragen werden. Bemerken 
méchte ich vorher nur noch dies, da8 ich auf die Herstellung von Salz- 
serum im Sinne der Methode a) von Leendertz deshalb verzichtet habe 
weil die nachtrigliche Zufiigung des Salzes, namentlich wenn sie in 
wisseriger Lésung erfolgt, niemals mit der Genauigkeit zur Durch- 
fiihrung kommen kann, die bei Verwendung von Salzserum, das durch 
Entfernung des Fibrinogens aus dem vorher der Untersuchung zu. 
gefiihrten Plasma gewonnen wird, von vornherein gegeben ist und dic 
sich auch Leendertz in seiner Methode b) zunutze macht. 


Um nun die Entfernung des Fibrinogens zu _bewerkstelligen. 
schienen vor allem zwei Wege aussichtsreich: Einerseits die Rekalzi- 
fikation, andererseits die Einwirkung der Flockungstemperatur des 
Fibrinogens. 

Was die Rekalzifikation anlangt, so bildet sie, wie aus der eingangs 
gegebenen Ubersicht hervorgeht, die Grundlage fast aller bis jetzt in 
Anwendung gebrachter Verfahren, und auch Leendertz machte sie zum 
Angelpunkt seiner Methodik. Ich selbst habe sie ebenfalls im Rahmen 
der refraktometrischen Methode vielfach durchgefiihrt und ging 
dabei derart vor, daB das nach den frither dargestellten Grundsitzen 
gewonnene Zitratplasma mit einer Spur kristallisierten CaCl, (etwa 
im Verhaltnis 0,002 g auf 1,0cem Plasma) versetzt, sofort refrakto- 
metriert und darauf der Gerinnung iiberlassen wurde, nach deren 
Beendigung dann die Bestimmung des Brechungsvermégens am Salz- 
serum zur Durchfithrung kam. Die Menge des zum Zwecke der Ge- 
rinnung zugesetzten CaCl, tibt auf die Quantitit des ausfallenden 
Fibrinogens im Rahmen nicht zu weit auseinanderliegender Grenzen 
keinen nachweisbaren EinfluB aus, wie folgende Tabelle VIII erweist. 


Methodik: Zitratplasma (ZP) wird mit kristallisiertem CaCl,, dessen 
Menge aus dem jeweiligen Ansteigen des Brechungsvermégens des Calcium- 
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4 
jitratplasmas (CaZP) zu ersehen ist, versetzt, refraktometriert und mit 
dem nach erfolgter Gerinnung gewonnenen Calciumzitratserum (CaZS8S) 
verglichen. 


Tabelle VIII. 





48,4 48.6 49,9 
47,4 47,6 48,9 
1,0 1,0 1,0 


Erst bei Zusatz groBer Mengen, von etwa 0,01 g und mehr CaCl, 
pro 1,0cem sinkt in vielen Fallen die ausgefillte Fibrinogenmenge, 
und die Gerinnung erfahrt eine auBerordentliche Verzégerung, unter 
Umstinden sogar eine véllige Hemmung. Wenn nun auch die Gefahr 
einer teilweisen Stabilisierung des Fibrinogens und dadurch bedingten 
Verminderung seiner ausfallenden Menge durch Verwendung nur 
geringer CaCl,-Zusitze vermieden werden kann, so verursacht die 
Beherrschung des Gerinnungsablaufes, vor dessen Beginn die refrakto- 
metrische Bestimmung des rekalzifizierten Zitratplasmas ihr Ende 
gefunden haben mu8, insofern viel gréBere Schwierigkeiten, als die 
zeitliche Beeinflussung des Gerinnungsablaufes durch Kalk fir jedes 
Plasma durchaus individuell zur Beobachtung kommt: Wiahrend 
die gleiche Menge CaCl, zur gleichen Menge Plasma zugesetzt, einmal 
erst nach 15 oder mehr Minuten die Gerinnung bedingt und so geniigend 
Zeit zur Durchfiihrung der refraktometrischen Bestimmung lat, ruft 
sie das andere Mal dasselbe Ergebnis schon nach 5 oder weniger Minuten 
hervor und verhindert derart die Beendigung der refraktometrischen 
Beobachtung. Leendertz hat in seiner letzten Mitteilung diesem Ubel- 
stand dadurch abzuhelfen versucht, daB er vor dem Calciumzusatz 
jeweils erst seine optimale Quantitit im Reihenverfahren ermittelt, 
und so zwar sicher die vorzeitige Gerinnung vermeidet, dafiir aber 
erstens eine nicht unerhebliche methodische, vor allem zeitliche Er- 
schwerung und zweitens die Notwendigkeit der Erhéhung der er- 
forderlichen Blutmenge in Kauf nehmen mu’. Ob das Calciumchlorid, 
wie von Leendertz, in wisseriger Lésung zugesetzt wird, oder wie von 
mir in Substanz, ist fiir das Resultat, wenn im ersten Falle die Ver- 
dimnung beriicksichtigt wird, gleichgiiltig; ich ziehe den Salzzusatz 
in Substanz nur deshalb vor, weil ich grundsitzlich alle Verdiinnungen 
zu vermeiden trachte. 

Auf Grund dieser geschilderten Nachteile habe ich versucht, die 
Rekalzifikation durch eine andere Methodik zu ersetzen, die mit tech- 
nischen Vorteilen gleich gute Resultate vereinte, und habe zu diesem 
Zwecke auf das alte einfache, schon von Fréderique (20) eingefiihrte 
Verfahren der Wdrmefallung des Fibrinogens zuriickgegriffen. 
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Die technische Durchftthrung gestaltet sich derart, daB Zitrat. 
plasma refraktometriert, hierauf durch Einwirkung einer Temperatur 
von 56° seines Fibrinogens beraubt und nach Entfernung des Nieder. 
schlages als nunmehriges Zitratserum neuerdings auf sein Brechungs. 
vermégen untersucht wird. Die dabei ermittelte Differenz entspricht 
dem ausgefillten Fibrinogen. Fir die Einzelheiten der Ausfihrung 
erwiesen sich die Ergebnisse folgender Versuche maBgebend: 

Vor allem muBte jene Dauer der Wdrmeeinwirkung festgestellt 
werden, die einerseits alles auf diese Weise iiberhaupt fallbare Fibri. 
nogen entfernt, andererseits aber das Brechungsvermégen durch Ver. 
dunstung oder etwaige Verinderungen der PlasmaeiweiBkérper un. 
angetastet laBt. Zu den folgenden Tabellen sei bemerkt, daB das jeweils 
mitgeteilte Protokoll als Beispiel mehrerer, mit durchweg gleichem 
Ergebnis abgeschlossener Versuche zu gelten hat. 

Methodik: Je 1,0ccm Zitratplasma wird durch verschieden lang 
andauernde Erwairmung auf 55° geflockt, der Niederschlag durch Zentri. 
fugieren entfernt und die Brechungswerte vor und nach der Erwarmung 


in Vergleich gebracht. Bei jeder Probe kamen in verschiedenen Réhrchen 
Doppelbestimmungen zur Durchfiihrung. 





Tabelle IX. 

Temperatur. ; : eg i 10’ a abe 20’ 

einwirkung | 
oC. 49,0 tt ae ~ ih 
Ry 47,45 47,45 47,45 47,45 47,3 
mys 4 475 47.45 47.4 47,45 47.25 
oS bey 1,55 1,55 17 
Differenz . |) 1's 1'55 16 1155 175 


Als Ergebnis der Untersuchung kann demnach verzeichnet werden, 
da die Temperatureinwirkung innerhalb verhaltnismaBig weit aus- 
einanderliegender zeitlicher Grenzen zur Anwendung kommen kann, 
da einerseits — wenigstens meist — schon 3 Minuten geniigen, um 
eine optimale Fibrinogenfallung zu erzielen, andererseits erst eine 
20 Minuten dauernde Wirmebeeinflussung die ausgefillte Eiweib- 
menge — und zwar nur in manchen Fallen — etwas zu vergréfBern 
scheint; in anderen Fallen hingegen kommt es bei so lange dauernder 
Temperatureinwirkung sogar zu einer geringen, bis héchstens 0,2 Skalen- 
teile betragenden Erhéhung des Brechungsvermégens, die wohl in 
einer geringen Verdunstung ihre Erklirung findet.. Ich habe deshalb 
als Richtungswert fiir die Dauer der Erwairmung eine Zeit von 5 Minuten 
angenommen, um mit Sicherheit einerseits eine ungeniigende, anderer- 
seits eine zu ausgiebige Fallung oder Eindickung durch geringe Ver- 
dunstung zu vermeiden. Es lassen sich damit sehr gute Ergebnisse 
gewinnen, wie schon auf Grund der gut iibereinstimmenden Doppel- 
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werte in Tabelle [IX angenommen werden konnte und weiter aus 
folgender Tabelle X hervorgeht, die eine etwaige Abhangigkeit der 
Fibrinogenfallung von der verwendeten Plasmamenge untersuchen 
bzw. jene kleinste Plasmamenge, deren Verarbeitung noch gute Re- 
sultate ergibt, feststellen soll. 


Methodik: Fallende Mengen Zitratplasma werden durch 5 Minuten 
bei 55° geflockt und aus der Differenz des Brechungsvermégens das Fibri- 


nogen ermittelt. 
Tabelle X. 








Plasmamenge | 
poo | 0,5 1,0 2,0 3,0 5,0 


.. .t a a | I See a 
Yee ee 4745 | 47,50 | 47,45 | 47,5 
Differenz . | 1,55 1,55 15 155 | 15 


Es geniigen also schon 0,5 ccm Zitratplasma, um einen stérenden 
KinfluB der durch die Erwirmung bedingten Verdunstung mit Sicher- 
heit auszuschalten. Unter 0,5 cem herabzugehen, méchte ich nicht 
empfehlen, da ich bei so kleinen Quantitaéten mehrmals die schon 
geschilderte Erhéhung des Brechungsvermégens beobachten konnte, 
die dann eine scheinbare Verminderung des Fibrinogens berechnen laBt. 

Die nachste experimentelle Priifung muBte iiber den LHinflup 
der zugesetzten Salzmenge Aufschliisse gewinnen. 


Methodik: Zitratplasma wird durch Zusatz von gepulvertem Natrium- 
zitrat zu Vollblut in 0,1 bis 0,5 proz. Konzentration gewonnen und in gleicher 
Weise, wie oben beschrieben, weiter verarbeitet. 


Tabelle XI. 





Konzentration d. | j 
Nacitr. in g% 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 


a a a ee 66,15 
es. oes 63,95 | 64,05 64.05 64.1 
Differenz .) 2,0 205 | 20 | 205 2,05 
Aus dem Protokoll ergibt sich demgema8 eine vollige Unab- 
hingigkeit von der Héhe der Zitratkonzentration, doch muB8 fest- 
gestellt werden, da8 in anderen Versuchen bei hoch bemessenem Salz- 
zusatz, meist erst bei 0,6, manchmal aber schon bei 0,4proz. Konzen- 
tration eine vermehrte Ausfillung von Eiwei8 zu beobachten war, 
die ihre Bedingungen offenbar in der Fillungsférderung der Warme- 
einwirkung durch das Zitration findet. Es fiigt sich damit dem schon 
eingangs bei Besprechung der Salzplasmagewinnung angefiihrten 
Griinden ein weiterer an, der die Verwendung hoher Salzkonzentrationen 
nicht angezeigt erscheinen lift. Bemerken méchte ich noch, dab 
auch bei Nativzitratplasma gleiche Ergebnisse erzielt werden. = Ich 
Biochemische Zeitschrift Band 140. 15 
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habe im mitgeteilten Protokoll einen mit gewéhnlichem Zitratplasma 
durchgefiihrten Versuch nur deshalb als Beispiel angefiihrt, um dic 
berechtigte Vernachliassigung der durch den Salzzusatz im Vollblute 
hervorgerufene Verdiinnung neuerdings im Experiment zu erweisen. 

Um schlieBlich die Leistungsfihigkeit derWarmefallung fiir unseren 
Zweck mit Sicherheit darzutun, muBte endlich der Nachweis erbracht 
werden, daf die durch ihre Anwendung gewonnenen Fibrinogenwerte 
vollige Ubereinstimmung mit den mittels der Rekalzifikation erhaltenen 
zeigen. Dies ist nun, wie Tabelle XII erweist, in der Tat der Fall. 






Tabelle XII. 





zP ZS Differenz | CaZP CaZS Differenz 
57,55 55,4 P iis 57,8 55,7 21 
63,45 61,5 1,95 63,8 61,9 19 
58,0 56,6 1,4 58,4 57,0 14 
60,9 59,6 1,3 61,2 60,0 1,2 
52,5 51,45 1,05 53,0 52,0 1,0 
56,2 55,2 1,0 56,6 55,6 1,0 
63,5 62,5 1,0 63,8 62,8 1,0 
47,9 | 469 1,0 48,4 47,4 1,0 
53,6 | 62,75 0,85 54,5 53,6 0,9 
60.1 | 59,3 0,8 61,3 60,5 0,8 














Da also die Warmefillung nach dem Dargelegten einerseits den 
Vorzug sowohl einfacherer als auch genauerer technischer Durch- 
fiihrung gegeniiber der Rekalzifikation fir sich beanspruchen darf, 
andererseits aber mit den durch letztere gewonnenen Resultaten volle 
Ubereinstimmung ergibt, habe ich ihr vor dieser den Vorrang eingeraumt 
und die Methodik folgendermaBen festgesetzt: 

Vollblut wird mit Natriumzitrat in Substanz in 0,1 bis 0,2 proz. Kon- 
zentration versetzt, sofort scharf zentrifugiert, refraktometriert, 5 Minuten 
auf 55° erwarmt, wieder zentrifugiert und nochmals refraktometriert. Soll 
die durch den zum Vollblut erfolgten Salzzusatz bewirkte. Verdiinnung 
des Plasmas ausgeschaltet werden, so wird das Saiz statt zum Vollblut 
zum Nativplasma zugesetzt, und zwar in 0,2 proz. Konzentration. Das 
ubrige Verfahren bleibt unverandert. 

Nach diesem Vergleiche der durch Warme und Kalkfallung er- 
mittelten Fibrinogenwerte schien es notwendig, die gleiche Priifung 
auch auf die mittels der Nativ- und Hirudinplasmamethodik gewonnenen 
Resultate auszudehnen, und hier zeigte sich das in Tabelle XIII dar- 
gestellte Ergebnis, das einerseits noch eine wichtige methodische Fest- 
stellung erlaubt, andererseits aber besonders geeignet erscheint, dic 
Erérterung auf die eingangs gegebene Fragestellung zuriickzuleiten. 

Methodik: Vergleichende Fibrinogenbestimmung aus der Differenz: 
Hirudinplasma— Plasmaserum und Zitratplasma—Zitratserum auf Grund 
der im vorigen geschilderten Technik. 
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Tabelle XIII. 





PS Differenz ZP ZS | Differenz 


‘ 54,3 | 


57,1 54,5 

61,6 60,7 

48,0 46,1 

57,1 56,4 

60,1 59,0 

62,5 61,85 

60,1 59,0 

63,8 63,0 

59,8 58,9 

59,6 58,65 
63,3 60,2 

57,2 54,3 

61,9 59,6 

58,8 56,7 
66,05 64,05 
618 60,9 
61,05 60,65 
57,1 54,1 | 
61,3 60,3 | 
61,3 |; 605 


ro = oo 


60,2 
62,1 
59,0 
63,25 
59,1 
59,0 
60,7 
| 64,5 
| 60,1 
| -§6,8 
| 64,5 
62,4 | 61,5 
| 
| 
| 
| 


or 


Y ae) 
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61,1 60,7 
57,25 54,3 
61,45 60,5 
61,75 61,0 
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In Anbetracht der Tatsache, daB entsprechend dem eingangs 
gegebenen Uberblick fast alle Methoden das aus dem Salzplasma ab- 
geschiedene Fibrinogen zur Bestimmung bringen, mu das aus der 
Tabelle sich ergebende Resultat einigermaBen Verwunderung erregen: 
Denn statt der erwarteten Ubereinstimmung bringen die Protokolle 
von 20 Paralleluntersuchungen neunma] Unterschiede zwischen den 
mittels der Nativ- (Hirudin-) Plasma- und Salzplasmamethodik ge- 
wonnenen Fibrinogenwerten derart, daB die ersteren die letzteren 
um 0,2 bis 0,8 Skalenteile tiberragen. 

Daraus lassen sich einerseits fiir die Methodik, andererseits fir 
die Beantwortung der eingangs gegebenen Fragestellung folgende 
Schliisse ableiten. 


Hinsichtlich der Methodik muB8 in Zukunft die Forderung gestellt 
werden, bei jeder Blutprobe die Bestimmung des Fibrinogens im 
Differenzverfahren zwischen Nativ- (Hirudin-) Plasma!) und Plasma- 
serum als auch zwischen Salzplasma und Salzserum durchzufihren, 


1) Oder mit gleichem Erfolge auch zwischen Nativsalzplasma und 
Plasmaserum unter Beriicksichtigung des Eigenbrechungswertes des zu- 
gefiigten Salzes, dessen Zusatz natiirlich mit peinlichster Genauigkeit 
erfolgen mu und am besten eine 0,2 proz. Konzentration erreicht. Als 
Vorteil dieser Methodik ergibt sich gegeniiber der Verwendung von Nativ- 
plasma die Unméglichkeit des Eintrittes vorzeitiger Gerinnung, als Nach- 
teil aber die Schwierigkeit, die als Grundlage der Berechnung dienende 
Salzkonzentration jeweils genau einhalten zu kénnen. 


15* 
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weil einerseits — falls die Annahme, da®B der durch Verarbeitung von 
Nativplasma ermittelte Wert infolge Fehlens jeder kiinstlichen Ver. 
anderung der nativen Struktur als maBgebend zu betrachten ist, 21 
Recht besteht — der bei Verwendung von Salzplasma ermittelte Wert 
als kiinstlich verringert anzusehen ist und somit fir sich allein cin 
ungeniigendes Resultat ergeben muB, andererseits aber seine Fest. 
stellung eine ausgezeichnete Erginzung des auf ersterem Wege cr. 
hobenen Fibrinogenwertes darstellt, da gerade durch den Vergleich 
beider Werte neue Anhaltspunkte fiir die Beurteilung des physikalisch- 
chemischen Zustandes des jeweils zur Bestimmung gelangenden Fibri- 
nogens gewonnen werden kénnen. 


Denn da aus dem differenten Ergebnis, das die Verwertung beider 
Verfahren vielfach ergibt, hervorgeht, daB durch den Zusatz des ge- 
rinnungsverhindernden Salzes — wie es hinsichtlich der Wirkung 
von Coffein, Harnstoff und anderem [V. Kollert und W. Starlinger (21)), 
lichtkatalytischer EinfluBnahme [W. Starlinger (22)] schon bekannt 
ist, und wie ich es in dieser Mitteilung fir das Hirudin gezeigt habe — 
ein Teil des Fibrinogens eine Veranderung erleidet, die ihm seinen 
Charakter als ,,Fibrinogen‘‘ nimmt?), kann der dargetane Unterschied 
zwischen beiden Werten als annaherndes MaB fiir jenen Teil des Fibri- 
nogens angenommen werden, der bei stabilisierenden Milieuénderungen 
seine physikalisch-chemische Eigenart verliert und in manchem die 
Eigenschaften der Serumglobuline annimmt, kann also unmittelbare 
Angaben iiber den jeweiligen Stabilititszustand des Fibrinogens — 
diesen als Bereitschaft, eine andere Struktur anzunehmen, aufgefaBt — 
vermitteln. 


Zusammenfassend 1aBt sich also feststellen, daB bei Durchfiihrung 
der Fibrinogenbestimmung mit Hilfe der zur Verfiigung stehenden 
Methodik zwar grundsiatzlich verschiedene Doppelwerte gewonnen 
werden, die im Sinne der vorstehenden Ausfiihrungen den schon be- 
kannten Befunden iiber flieBende Uberginge zwischen den einzelnen 
Eiweiffraktionen des Blutplasmas ein neues Beispiel anfiigen, gerade 
aber durch ihre vergleichende Nebeneinanderstellung eine wechsel- 
seitige Ergiinzung bieten, die die Berechtigung und den Wert einer 
zahlenmaBigen quantitativen Feststellung nicht nur zu_erweisen, 
sondern sogar zu erhéhen scheinen. 


1) Fiir die Lehre von der Blutgerinnung ergibt sich daraus eine Be- 
statigung von Ansichten, wie sie in jiingster Zeit besonders von Stuber (23) 
vertreten wurden, da das Wesen der durch die Salze bewirkten Gerinnungs- 
hemmung nicht in einer Kalkfallung allein, sondern auch in einer direkten 
physikalisch-chemischen Zustandsinderung der Fibrinogenkolloide zu be. 
stehen scheint. 
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Uber die Bestimmung der Oberflichenspannung 
biologischer Fliissigkeiten mit der Torsionswage. 


Von 
Tyuzi Tominaga. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Groningen. ) 


(Eingegangen am 9. Juni 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Es gibt ziemlich viele MeBverfahren fiir die Oberflachenspannung 
an der Grenzflaiche Fliissigkeit — Gas. 


AuBer Methoden, die meist bei rein physikalischen Studien in Betracht 
kommen’), sind noch einige Methoden angegeben, welche in Biologie und 
Klinik brauchbar sind. Von den letzteren sind die folgenden zu nennen: 
a) SteighGhenmethode [Réntgen-Schneider*), Michaelis*) usw.], b) die 
Methode des maximalen Blasendruckes [G. Fano-Mayer *), F. Czapek®) usw.]; 
c) die Methode des Tropfengewichts [L. Morgan*) usw.]; d) die Tropfen- 
zahimethode; e) die Methode der Adhisionsplatten und -ringe. 

Fir Tropfenzahlmethode haben FZ. Duclaux’), J. Traube*), O. Gruen- 
baum*) und Iscovesco™) eine besondere Pipette konstruiert. Mit der Ad- 
hasionsmethode haben Searle), Lecomte du Nouy}*) und R. Brinkman- 
Fri. van Dam") besondere Verfahren angegeben. 


Zu biologischen und klinischen Zwecken wiinscht man eine ein- 
fache, leicht ausfiihrbare Methode. Aus diesem Grunde wurde meist 
die Tropfenzahlmethode im biologischen Gebiete gebraucht. Die Ring- 
methoden (wie sie von Lecomte du Nowy und von Brinkman und van Dam 
beschrieben wurden) sind am einfachsten und haben eine ziemlich grofe 


1) Siehe Freundlich, Kapillarchemie, 2. Aufl., 1922, S. 17. 

*) Ostwald-Luther, Physikochem. Messung. 3. Aufl., 1910, S. 234. 

3) L. Michaelis, Prakt. physik. Chem. 1921, S. 61. 
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5) F. Czapek, Uber eine Methode zur direkten Bestimmung der Ober- 
flachenspannung. Jena 1911. 

6) L. Morgan, Journ. of the Amer. chem. Soc. 85, 1249— 1262, 1913. 

7) E. Duclaux, Ann. de chim. et de physique 5 ser. 18, 76, 1878. 

8) J. Traube, Arch. f. d. ges. Physiol. 105, 541, 1904; auch Handb. d. 
Biochem. Arbeitsmeth. 5, II, 1358. 

®) O. Gruenbaum, Trans. of the path. soc. of London 55, 55, 1904. 

10) Iscovesco, C. r.de la Soc. de Biol. 69, 353, 1910. 

11) Searle, siehe Bayliss, Principles of general Physiology, S. 49. 

12) Lecomte du Nouy. Journ. of general Physiol. 1, 621, 1919. 

18) R. Brinkman u. Frl. van Dam, Miinchn. med. Wochenschr., 1921, 
Nr. 48, 8S. 1550. 
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Genauigkeit. Als Apparate sind bei der Methode Brinkmans nur ein 
Platinringchen und eine Torsionswage von Hartmann-Braun nétig, 
welche gegenwartig in den meisten physiologischen und klinischen 
Laboratorien vorhanden sind. Das angegebene Verfahren ist folgendes: 

Man hiangt den Platinring an das Hakchen der Torsionswage und 
stellt so ein, daB das Torsionsgleichgewicht erreicht ist. Die zu unter- 
suchende Lésung wird in einem Uhrglas unter den Ring gestellt; die Wage 
wird arretiert und jetzt das Uhrglas unter den Ring vorsichtig mittels 
eines Schraubenstativs so hoch heraufgeschraubt, da8 die Fliissigkeits- 
oberflache die Unterseite des Ringes gerade beriihrt. Jetzt wird die Wage 
freigemacht und die GréBe derjenigen Torsion bestimmt, welche den Ring 
gerade losreiBen kann (K). Dann wird das Uhrglas heruntergeschraubt 
und das Gewicht des Ringes + adhirierte Fliissigkeit bestimmt (@). Die 
Oberflachenspannung ist dann K—G, dividiert durch die fiir jeden Ring 
konstante GréBe LZ. Die Bestimmung von L erfolgt mittels einer reinen 
Flissigkeit mit genau bekannter Oberflichenspannung, z. B. mittels reinen 
Wassers bei bestimmter Temperatur. 

Die einzelne Bestimmung von K—G mit dieser Ringmethode 
gibt genaue Ubereinstimmung, aber der L-Wert des Ringes ist nicht 
konstant fiir alle Fliissigkeiten, sondern er verindert sich mit der 
Oberflachenspannung der zu untersuchenden Fliissigkeit. Um die 
absolute Oberflachenspannung einer Fliissigkeit mit dieser Methode 
zu messen, ist der dabei in Betracht kommende L-Wert sehr wichtig. 
Es wirde wichtig sein, diesen L-Wert eliminieren zu kénnen, so dab 
man, bei bekanntem Wasserwert des Ringchens, eine beliebige Ober- 
flichenspannung direkt aus einer Messung berechnen kénnte. So 
habe ich auf Veranlassung von Herrn Dr. R. Brinkman einige Unter- 
suchungen zur weiteren Priifung der Ringmethode, hier und da unter 
Vergleichung mit 7'raubeschem Stalagmometer, ausgefiihrt. Von den 
dabei gewonnenen Resultaten méchte ich einige Punkte in folgenden 
drei Kapiteln mitteilen, namlich: a) vergleichende Untersuchung der 
stalagmometrischen und Ringmethode, b) Eliminierung von verander- 
lichem ,,L‘‘,d. h. die Messung der Oberflichenspannung einer beliebigen 
Flissigkeit mit der Ringmethode, c) die statische Oberflichen- 
spannung einiger biologischer Fliissigkeiten. 


A. Vergleichende Untersuchung der stalagmometrischen und Ringmethode. 

Bei der Oberflachenspannung einer Fliissigkeit unterscheidet man 
zwei Arten (dynamische und statische), und bei den Mefverfahren 
ebenso zwei Arten, die dynamische und die statische Methode. Fir 
reine Substanzen geben die beiden Methoden meist den gleichen Wert; 
dagegen zeigen sie bei einer Lésung, besonders kolloider Lésung, ziemlich 
groBen Unterschied. Das riihrt von der Adsorption der kapillaraktiven 
Substanzen in die Oberflache her, und prinzipiell sollen alle Lésungen 
diese Erscheinung zeigen. Die kapillaraktiven Substanzen in der 
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Lésung sammeln sich immer mehr in die Flissigkeitsoberflache unter 
Erniedrigung der Oberflachenspannung, und Gleichgewicht entsteht, 
wenn die Riickdiffusion aus der Oberfliche in das Innere der Zudiffusion 
nach der Oberfliche die Wage halt; dann ist die statische Oberflachen. 
spannung erreicht. Der Ubergang in das statische Gleichgewicht 
von dem dynamischen Zustande ist bei reinem Wasser oder kristalloider 
Lésung so schnell, daB er praktisch kaum in Betracht kommt; aber 
bei kolloider Lésung geht er so langsam, daB das statische Gleich- 
gewicht erst nach 15 bis 30 Minuten erreicht wird. Man kann die 
stalagmometrische Methode nicht als eine statische betrachten und 
mu daran denken, daB die AusfluBgeschwindigkeit aus dem Stalag. 
mometer einen etwaigen EinfluB auf die Tropfenzahl hat, wenn dic 
zu untersuchende Fliissigkeit spurenweise kapillarektive Substanz 
enthalt, wie schon L. Berczeller1) mitteilte. Beim langsamen Abtropfen 
gibt es eine gréBere Tropfenzahl, weil die kapillaraktive Substanz 
sich mehr in die Oberfliche des Tropfens konzentrieren kann, und 
der Tropfen selbst durch die Erniedrigung seiner Oberflichenspannung 
kleiner wird. J. Taube selbst hat auch seinen Stalagmometer so modi- 
fiziert, daB man die Ausflu8geschwindigkeit beliebig regulieren kann’). 
Man kann mit der Ringmethode statische und auch dynamische 
Messungen ausfiihren. Da die meisten biologischen Fliissigkeiten mehr 
oder weniger kolloide Substanzen enthalten, so mu8 man immer darauf 
achten, daB sie ein statisches Gleichgewicht der Oberflache erst nach 
einer ziemlich langen Zeit erhalten. Wenn man etwas friiher mit, 
so bekommt man einen Ubergangswert auf den statischen. Der Uber- 
gang von dynamischer auf statische Spannung geht am Anfang sehr 
schnell und spiater viel langsamer, wie bei allen Adsorptionserschei- 
nungen. Die folgenden Tabellen illustrieren das oben Angefihrte. 


Tabelle I. Verdiinnte Essigsiurelésung. 





~ Ringmethode. Zimmertemperatur 20°C, Ringwert®) des Wassers 155,5 mg 
| gemessene mg 





Augenblick der Bestimmung 


Sofort nach der EingieSung in Uhrglas cage 144.5 


l 144.5 

WR cs he et As ao he co cg 
i 144.4 

144,5 

Pe Be ca a i ee eh 144.2 


1443 


1) L. Berczeller, Koll.-Zeitschr. 21, 63, 1917. 
2) J. Traube, diese Zeitschr. 120, 106. 1921. 
%) Unter ,,Ringwert des Wassers‘‘ versteht man jene zum LosreiBen 
des Ringes von der Oberflache reinen Wassers nétige Kraft minus Ring- 
gewicht mit adhiarierter Fliissigkeit, d.h. K —G des Wassers. 
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Wie es aus der Tabelle I erhellt, geht die Adsorptionserscheinung 
bei der verdiinnten Essigsaiurelésung so schnell vor sich, daB man 
keinen Unterschied des dynamischen und statischen Wertes mit der 
Ringmethode erkennen kann. 

Tabelle II. Na-Oleatlisung. 








ver Ringmethode. Zimmertemperatur 18°C, Ringwert des Wassers 147,1 mg 





Konzentration der Oleatlésung 


; |; O2g | OOlg 0,005g | 0,001g 
Augenblick der Messung in 100 com in 100cem | in 100 ccm | in 100 ccm 


mg | mg | mg mg 


Sofort nach der EingieBung . 66,9 88,0 1085 1345 

66,5 87,1 | 1000 | 1295 
— 93,7 | 1255 
87,1 900 124.5 
86,3 89,0 1209 
86,2 | 88,0 119,3 
86,0 87,6 115,0 
— 87,3 | 1138 
86,0 87,3 110,9 
| = sib 110,6 
— — 110.5 


Tabelle III. ¥risches Kaninchenserum. 





Me " Ringmethode. Zimmertemperatur 18,5°C, Ringwert des Wassers 148,0 mg 


Nummer des Serums 


Augenblick der Messung ; IL. Il. 
mg | mg 


Sofort nach der EingieBung . | | 123,1 122.6 
1221 122,1 

120,9 120,3 
119,5 119,2 
119,5 119,0 

| _ 118,6 
—- 118,5 
| — 118,2 


Tabelle IV. Menschenharn. 





Ringmethode. Zimmertemperatur 16 bis 18,59C, Ringwert des Wassers 149,3 mg 





Nummer des Harns 


Augenblick der Messung L Il. | IIL | IV. 
mg mg | mg mg 


Sofort nach der EingieBung . 114,5 133,0 
113,0 131,2 

11S | | 127,0 

110.9 | 124,5 

110.2 | |  123,0 

110,4 120,5 

120,4 
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Die drei oberen Tabellen zeigen, daB die kolloide Lésung ziemlich 
lange Zeit (15 bis 30 Minuten) nétig hat, um ein statisches Oberflachen. 
gleichgewicht zu erreichen. In der Tabelle II kann man ersehen, dag 
die konzentrierte Oleatlésung ihr Oberflichengleichgewicht schneller 
als die verdiinnte Lésung erreicht. Auf die Adsorptionserscheinung 
des Serums werde ich spiter nochmals zuriickkommen. 

Bei der Ringmethode wird immer die statische Oberflichen. 
spannung bestimmt, deshalb kann man mit diesem statischen Ver. 
fahren selbst die Anwesenheit von Spuren kapillaraktiver Substanzen 
deutlich erkennen, wahrend der halbdynamische Wert der Oberflachen- 
spannung, wie er mit dem Stalagmometer gemessen wird, dadurch 
ganz wenig geindert wird. Die folgenden Tabellen zeigen diese Ver- 
haltnisse. 


Tabelle V. Verdiinnte Essigsiurelésung. 








Stalagmometer Zw = 53,6 Ringmethode Ga 155,7 mg 





“a } G | korrigierte | korvgiert 


- | relative Ober: | Flach 
G aicheuspannung 
mgt se w ne pel 


Zw 7,3- 


Zz ia 


50 | 09% | 675 | 0,025 0,915 | 66,8 


Z,, bezeichnet die Tropfenzahl der zu untersuchenden Fliissigkeit. 

Z,. die Tropfenzahl reinen destillierten Wassers. 

7,3 - 7 bezeichnet die Oberflachenspannung; eigentlich ist es nicht 
richtig, aber der Einfachheit halber habe ich spezifisches Gewicht vorlaufig 
weggelassen und direkt mg/mm berechnet. 

Gy bezeichnet gemessene Milligramm reinen Wassers; Gz, gemessene 
Mitligramm der Fliissigkeit. 

Korrigierte relative und absolute Oberflachenspannung wurden nach 
einer Formel berechnet, welche ich im folgenden Kapitel erkliren méchte. 





Tabelle VI. Na-Oleatlosung emumack: a see 17,5 bis 20° C). 


 Stalagennenatee Lee 6B,5 mg | ee Ringmethode Ge = 147, hoes 
| | 





Kon zentration Zw H l —Anaemtgharte 
Gramm in | 7,3. | 
100 ccm } Ze | Ze i 54 flachenspannung 
| mg/mm | dyn|jcm 











} 2,78 | 26,9 
145,9 | 268 | 
148.9 | 262 
| 261 
2,71 
2,81 
6,88 
7,23 
7,30 
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Bemerkung. Bei dieser Bestimmung beobachtete ich, daB die Oleat- 
jésung bei weiterer Verdiinnung etwas triib aussah. Dies riihrt wahrscheinlich 
yon einer Emulsionsbildung her; so miiBte ein Teil des Oleates eine hydro- 
lytische Spaltung erlitten haben. Dementsprechend zeigte die Oberflichen- 
spannung der etwas verdiinnten Lésung sich immer niedriger als die der 
Originallésung. 








Tabelle VII. Verdiinntes Kaninchenserum (Zimmertemperatur 13°C). 


Ringmethode 


Stalagmometer 
Verdiinnungsgrad ‘io é kageigherte 
Zs Z: = | a flachenspannung 
A | dyn/cm 


Originaleerum | 58,07 | 0,915 | | 1219 | 685 
10fach | 5487 | 968 7 124.3 59,9 
100 | 63,23 998 128.9 | 62,6 
500 | 53,05 | 1,001 129,3 | | 62.9 
1000 | 53,06 | | 1293 | 629 
10 000 ae st | 1425 | 70,6 
100 000 es er | 146,0 | 729 
0,85 °/, 
NaCl-Lésung .| 53,13 | a= | 1465 | | _— 
Tabelle V zeigt, daB die beiden Methoden bei kristalloider Lésung 
ungefaihr gleichen Wert geben. Aus Tabelle VI und VII ist zu ersehen, 
da8 bei kolloider Lésung der stalagmometrische und statische Wert 
konzentrierter Lésung fast gleich sind, wihrend der Unterschied der 
beiden. sich immer mehr mit der Verdiinnung vergréfert. Bei ver- 
diinnter Lésung gibt die stalagmometrische Methode den Wasserwert 
schon in solcher Konzentration, wo die Ringmethode noch ziemlich 
niedrigen Wert gibt. Hierbei kann man zur Vergleichung noch 
erinnern, daB dieser stalagmometrische Wert der konzentrierten Oleat- 
lésung bedeutend kleiner (iiber zweifach) als der dynamische Wert 
derselben Konzentration ist, welchen Freundlich!) mittels der Methode 
der schwingenden Strahlen gemessen hat; d. h. die wahre dynamische 
Oberflichenspannung der konzentrierten Oleatlésung (1- bis 0,1 proz.) 
muB8 noch erheblich gréBer sein. 


SchluBfolgerungen. 

1. Um die statische Oberjlichenspannung einer Fliissigkeit mittels 
der Ringmethode zu messen, mu man die zu untersuchende Fliissigkeit 
im Uhrglase eine Zeitlang stehenlassen; im Falle kolloider Fliissigkeit 
15 bis 30 Minuten. Eine molekular disperse Lésung erhilt bald thr 
statisches Oberflachengleichgewicht. 

2. Bei molekular disperser Lésung geben die stalagmometrische und 
die Ringmethode ungefdhr gleiche Werte. Bei kolloider Fliissigkeit sind 


1) Freundlich, Kapillarchemie, 2. Aufl.. 1920, S. 56. 
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die Verhédiltnisse ganz anders: Ist der kapillaraktive Stoff konzentrien @ Beding 
vorhanden, so geben die beiden Methoden fast gleichen Wert, dageen @ der ge 
zeigen sie ziemlich groBe Unterschiede, wenn er in verdiinnter Konzen. @ konne! 
tration vorhanden ist. ganz | 
Ait 3. Bei sehr verdiinnter kolloider Lésung gibt die stalagmometrische @ Messw 
fe Methode schon den Wert des reinen Wassers, wihrend die Ringmethode @ kapille 
: noch deutlich Anwesenheit einer kapillaraktiven Substanz angibt. den p 
B Die Messung der Oberflichenspannung einer beliebigen Fliissigkeit 
mit der Ringmethode. R 
In der Arbeit von R. Brinkman ist schon angegeben worden, fg Ye™¢! 
daB der Ring fiir jede Flissigkeit einen anderen L-Wert hat. Wenn Alkoh 
man mit (K) die GréGe derjenigen Torsion der Wage, welche den Ring § °2°S ' 
gerade losreiBen kann, und mit (@) das Gewicht des Ringes + ad. die er" 
harierte Flissigkeit bezeichnet, ist die Oberflichenspannung K—(, — 
abe 
dividiert durch die fiir jeden Ring konstante GréBe L, d. h. = af stim 
Dieser L-Wert wird ganz leicht mittels reinen Wassers bestimmt usw. verscl 
Doch bleibt diese Ringkonstante Z nicht immer gleich; sie verandert der 2 
sich mit der Oberflachenspannung der zu untérsuchenden Fliissigkcit. relat 
Wenn der Ring von der Flissigkeitsoberfliche durch zunehmende habe 
Torsionsspannung aufgehoben wird, macht die adhirierte Fliissigkeit des 
niemals einen einfachen Fliissigkeitszylinder, sondern zeigt einen § “@™™ 
sogenannten Randwinkel. Dieser Randwinkel verindert sich mit des V 
der Oberflichenspannung der Fliissigkeit!). So darf man niemals Abwe 
den mittels reinen Wassers bestimmten L-Wert direkt auf eine andere “ie 
kapillaraktive Flissigkeit anwenden, weil diese einen anderen Rand- 
winkel hat. Wendet man L-Wert reinen Wassers auf eine andere N 
kapillaraktive Flissigkeit an, so gibt der daraus berechnete Wert B_ 
keinen wahren, sondern nur einen scheinbaren Wert, welcher immer § ; 
durch irgend einen Faktor korrigiert werden muB. Gewiek 
des Al 


Diese so ausgefiihrte Ringmethode ist schon von Anfang an keine 
absolute Methode, wie die physikalische Steighdhenmethode oder die 
Methode der schwingenden Strahlen usw. Prinzipiell kann man nur 
relative Oberflichenspannungen bestimmen, und die absolute Ober- 
flachenspannung mu immer nach dem Vergleich mit dem bekannten 
Werte berechnet werden. Bei den meisten biologischen Untersuckungen 
ist die Bestimmung dieser scheinbaren relativen Oberflichenspannung 
schon ausreichend. Damit wissen wir keine wirkliche Oberflachen- 
spannung; nur ist eine vergleichende Beobachtung unter gleichen 


1) B. Weinberg, Zeitschr. f. physik. Chem. 10, 34; Th. Lohnstein, eben- 
daselbst S. 504. 
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Bedingungen gestattet. Wenn wir ein bestimmtes Verhdltnis zwischen 
der gemessenen und der wirklichen relativen Oberflachenspannung finden 
kénnen, so kénnten wir die letztere aus der vorderen nach einer Formel 
ganz leicht umrechnen. Zu solchem Zwecke habe ich eine Reihe 
Messungen mittels der Ringmethode iiber einige wohlbekannte 
kapillaraktive Flissigkeiten gemacht, um die gewonnenen Zahlen mit 
den physikalisch bekannten Zahlen zu vergleichen. 


1. Athylalkohol. 

Reinen absoluten Alkohol habe ich nochmals destilliert und mit 
verschiedenen Mengen reinen Wassers verdiinnt. Den Gehalt des 
Alkohols (Gewichts-Prozent) habe ich aus der Dichte, welche mittels 
eines 50 ccm fassenden, selbst geeichten Pyknometers gewogen und auf 
die erwiinschte Temperatur nach Mendelejeffs Tabelle*) korrigiert wurde, 
inder Fownesschen Tabelle?) gesucht. Von jeder Alkohol- Wassermischung 
habe ich die Oberflachenspannung mit der Ringmethode bei der be- 
stimmten Temperatur gemessen. Dieser Wert muBte zuerst auf die 
verschiedenen Konzentrationen, welche in der angegebenen Tabelle 
der Oberflachenspannung stehen, interpoliert werden. Die wahre 
relative Oberflichenspannung in den folgenden Tabellen (IX bis XII) 
habe ich von der angegebenen entsprechenden Oberflachenspannung 
des Wassers berechnet und mit der gemessenen in eine Tabelle zu- 
sammengestellt, um die beiden vergleichen zu kénnen. Die Temperatur 
des Wagezimmers, wo ich gearbeitet habe, war 14,5 bis 15,8°C. Diese 
Abweichung von 15°C ist so gering, daB ich den Temperatureinflu8 auf 
die Oberflachenspannung bei diesem Falle ruhig vernachlassigen kann. 


Tabelle VIII. 
Messung der Oberflachenspannung von Alkohol-Wassermischungen 
mit der Ringmethode. 








Zimmertemperatur 14,5 bis 15,8°C, Ringwert des Wassers 135,1 mg 


Gewichtsprozent | iemessene ila Gewichtsprozent seule relas 
des Alxuhols bei || 8&™MeSsene | ’ tive Ober. des Alkohols bei! 8®™essene . tive Obers 


19°C mg | flachenspannung 19C mg flachenspannung 


98,17 52,4 0,3879 37.11 || 67,9 5027 
93,13 54,0 3997 36.24 || 683 5056 
88,98 55,3 4094 32,61 70,5 5220 
77,09 57,8 4279 25,63 || 76, 5634 
76,91 | 57,7 4272 20,60 81,5 6034 
67,60 | 594 | 4387 11,18 95,4 7062 
5868 | 615 | 4553 7,47 101,0 7540 
50,91 | 630 | 4663 3,79 112.8 | 8348 
4321 | 658 | 4871 0 135,1 1,000 

40,82 66,7 4938 





1) Handb. d. biol. Arbeitsmeth. Abt. 1, Teil 1, 8. 233. 
2) Landoit-Bérnstein, Physik.-chem. Tabellen, 4. Aufl. 
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Tabelle IX. 
Vergleich mit Pedersons csvset 


Nach ‘Peder: T80ns Tabelle | (Die Methode 
der schwingenden Strahlen) 
Gewichtsprozent Sema | Dea game vi 
des Alkohols ~ Oberflichen. relative Obers interpolierte relative 
spannung bei flichenspannung _ Oberflachenspannung von den jp 
9c _ erect net) Tabelle vill gemessenen 





Ringmethode 


= ‘perenne = 


| 22,8 | 0,3069 0,3882 
| 23,8 | 3204 4048 
24,6 | 3311 | 4218 
25,5 | 3432 4299 
27,5 | 3701 | 4662 
28,1 | 3782 4793 
30,5 | 4105 | 5004 
35,0 | qr <4 5634 
50,2 | 6756 | 7278 
56,7 | 7631 | 7909 
74,3 | 1,000 | 1,000 





Tabelle X. 
Vergleich mit Weinsteins Tabelle'). 








Nach Weinstein (Steighdhe 
in Kapi 


apillar) Ringmethode 





Gewichtsprozent pai 
des Alkohols Oberflachen- relative Obers | interpolierte relative 
spannung bei 15°C flichenspannung | Oberflachenspannung von den in 
dyn/cm ances mat: 7 te _ Tabelle vill gemessenen 
7 

22,5 | 03117 | 0,3836 

3339 | 4070 

3518 | 4227 

3685 4365 

3837 | 4530 

4031 | 4688 

4322 4958 

4807 i 5375 

5624 6082 

7094 7214 

1,000 1,000 








| 


‘o 


oSBSS8Szzee8 


2. Essigsiurelésung. 


Nach J. Traube*) habe ich Normallésung aus reiner Essigsaure durch 
Titration (Phenolphthalein als Indikator) hergestellt. Von dieser 
Stammlésung wurde n/2, n/4, n/8, n/16 Lésung weiter durch wieder- 
holte Verdiinnung mit gleicher Menge reinen destillierten Wassers 
bereitet. Die gemessenen Zahlen sind mit der T'raubeschen Tabelle 
zusammengestellt. 


1) Landolt- Bornstein, Physik.-chem. Tabellen, 4. Aufl., 1912, S. 128. 
2) J. Traube, Liebigs Ann. d. Chem. 265, 27, 1891. 
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Tabelle XI. 
Essigséurelésung. 





th Traube bei 
gy ne x Ringmethode bei 17,5 bis 18°C 


Konzentration der ae 


Essigsaure rhe /2 P ox , gemessene | relative Ober: 
| 


(berechnet) mg | flachenspannung 
| | 

n/l Lésung ... 6,040 0,8280 127,1 0,8430 
n/2 Sera 6,453 8847 134,1 8895 
6,898 9333 141,5 9385 

7,020 9623 144,7 9599 

7,140 9789 147, 1 | 757 

7,295 1,000 150,8 1,000 


3. Normal-Buttersiurelésung. 

Aus dem Kahlbaumschen Priparate Normal-Buttersiure habe ich 
eine Normallésung (durch Titration) hergestellt und weiter mit dem 
Wasser bis zur n/128 Lésung verdiinnt wie bei Essigsiure. Dieser 
Wert ist in der folgenden Tabelle mit den Traubeschen Zahlen') 
zusammengestellt. 

Tabelle XII. 








sh Traube bei } 
ends - Ringmethode bei 18,5 bis 19°C 
Konzentration der — a ad pi 
Buttersaure | relative Ober | 
me rhs/ flichenspannung 
(berechnet) 


gemessene | relative Ober: 
; = Sihepeeng 
3,307 | 0,4533 80,9 | 0.5418 
4.082 5597 952 6376 
4,887 6699 108,9 7295 
5,612 7696 120,4 | 8064 
6,274 8602 130,1 8712 
6,705 9193 138,8 | 9298 
6,991 9585 144,0 9645 
Ra | 7,127 9770 146,5 9813 
. i 7,295 1,000 149,3 1,000 


n/1 Lésung 
/2 


” 


” 
» 


” 





In den obigen Tabellen ist nur Alkohol bei ungefaihr 15°C gemessen, 
und die anderen beiden (Essigsiure und Normal-Buttersiure) miBten 
auf 15°C umgerechnet werden; dies geschieht nach der Gleichung 
O; = Op [1 — r (t — t))]®). Aber r des reinen Wassers und r fiir jede 
Konzentration der Lésungen sind nicht gleich; d. h. jede Lésung muB 
mit dem verschiedenen r-Wert korrigiert werden. Bei der relativen 
Oberflachenspannung kommt nur die Verschiebung von (rz — 7») in 


Betracht®), wenn man den Ringwert reinen Wassers auch in derselben 


1) J. Traube, Liebigs Ann. d. Chemie 265, 8. 30, 1891. 
*) H. Freundlich, Kapillarchemie 1922, S. 103. 
3) rz bedeutet r-Wert der Lisung und r, r-Wert des reinen Wassers. 
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Temperatur wigt. Nehme ich den r-Wert der Normal-Buttersiurelésung J bere! 
vorlaufig zu 0,0025 gegen 0,0020 des reinen Wassers an, so bleibt diese J entsp 
Korrektion innerhalb _—_ fiir 3 bis 4° Temperaturschwankungen, was se 
ich in diesem Falle vernachlassigen kénnte. 

Alle relativen Zahlen sind jetzt auf der folgenden Tafel graphisch 
dargestellt, indem die gemessenen relativen Zahlen auf die Abszisse 
und die wahren relativen 
Zahlen auf die Ordinate ge- 
nommen werden. 

Bei nebenstehender Abb. | Gleic 
bemerkt man ziemlich groBen  gy¥ 
Unterschied zwischen Wein- 
steins und Pedersons Kurve PMs 
des Alkohols. Die Methoden fe 
der beiden Autoren sind J Ps 
auch verschieden. Nehme ich 
jetzt Pedersons Zahlen, dann 
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1. Alkoho!l nach Pederson. 





2. Essigsaure nach Traube. 





o—o—o—o—o 3. Buttersiure nach Traube. 





4. Alkohol nach Weinstein. 
5. 
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Abb. 1. 


stimmen sie mit den anderen T'rawbeschen Zahlen fir Normal- 
Buttersiure- und Essigsiurelésung ziemlich gut itiberein. Wenn 
man diese drei Linien betrachtet, so erkennt man eine fast gerade 
Linie, abgesehen von dem obersten kurzen Teil, wo sie sich wenig 
nach der Abszisse beugt. Solche niedrige Oberflachenspannung kommt 
bei den biologischen Untersuchungen duBerst selten vor. Fir dic 
praktische Verwendung habe ich eine Formel aus dem geraden Teil 
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berechnet, indem ich den Ursprung (relative Oberflichenspannung 1,0 
entsprechend) und den 50,99 Proz. des Alkohols entsprechenden Punkt 
verbinde. 
Dann ist: 
(l —?t) = K(1—r). 
Bemerkung: ¢ zeigt den wirklichen relativen Wert bei 15 bis 18°C. 
r zeigt den mittels Ringmethode gemessenen relativen Wert bei 
15 bis 18°C. 
K ist eine Konstante. 
Wenn man die in der Tabelle stehenden Zahlen in die obere 
Gleichung einsetzt, dann 
oe 
= 118 
1 — 0,4662 
bed SR OO ee lei Ra DD 


Nach der Formel (1) habe ich den der gemessenen relativen Ober- 
flichenspannung entsprechenden wirklichen relativen Wert berechnet 
und mit dem in der Literatur angegebenen in eine Tabelle zusammen- 
gestellt, um die Differenz von dem wirklichen zu betrachten. 


Tabelle XIII. a) Alkohol. 





Nach Pederson | Ringmethode 
—_—-— —- —_—__—_—_——| Differenz 
apgsaee relative Ober- || gemessene relative | nach Formel (1) bes in 
Gewicntsprozent flichenspannung || _ Obers ino, anaes Ober: 


Konzentration in 


i Prozenten 


bei 15°C i, flac p g a 





03069 | 03882 | 0,2780 —9,4 
3204s 4048 2978 7) 
3311 | 421s 3177 —41 
3432 4299 3274 S| —46 
3701s 4662 | 3701 Bee. 
3782s 4793 3857 | «+20 
4105 | 5004 4104 =| SO 
4711 5634 4848 «=| «+29 
6756 | 7278 6788 + 0,5 
7631. | 7909 me: | +13 

1,000 - | — 1,000 1,000 ae 


! 


b) Essigsdurelésung. 





Bees Nach Traube ; Ringmethode | 
\|- —— Differenz 
Konzentration || relative Obers gemessene relative | nach Formel (1) be: | in 
flachens pannung Ober: rechn. relative Ober: 
bei 15°C || flachenspannung flachenspannung 
n/l Lésung . . 08280 | 08430 | 08146 | —16 
n/2 = <a 8847 8895 870 —17 
n/4 Aras | 9333 9385 928 | — 0,57 
n/8 ewll 9623 9599 953 to 0,9 
n/l6 ss, Page | 9787 9757 971 — 0,68 
0 Paes 1,000 1,000 1,000 0 


” 


| Prozenten 


Biochemische Zeitschrift Band 140. 































































T. Tominaga: B 
c) Normal-Buttersiurelésung. immer 
Nach Traub: Se cae Ringmethode T einer k 
mere re ener era nners moviniemmenniciient| Derenz liche 4 
Konzentration relative Ober || gemessene relative | nach Formel (1) bes |) in Pa 
flachenspannung | bers rechn, relative Ober I] Pp ; Oberfla 
bei 15°C || flachenspannung | flachenspannung eaeenen ‘ 
a reinen 
n/lLésung. .| 045338 =| 06418 | 04593 «= || +13 (Tabell 
; SS RES 5597 | 6376 | 5724 || +22 Di 
ae 6699 71206 | 6808 | +16 ai 
ne. 7696 8064 7715 | + 0,25 Bel 
n/l6 , 8602 8712 8480 | —1/4 spannu 
n/32, 9193 | 9208 9170 | —025 Ba. hen 
n/64 , rp 9585 9645 9580 || — 0,05 
n/128 , | 9770 — | 9813 | 9780 =| +- 0,1 spannu 
0 ” Pani] 1,0 i 1,0 | 1,0 0 sprech 
Wie aus den Tabellen zu ersehen ist, gilt diese Formel beim a Pe 
1. bis 0,35 relativen Wert der Oberflachenspannung mit 1- bis 2proz. 7 
Schwankung. Bei der noch niedriger kapillaraktiven Flissigkeit 
vergréBert die Differenz sich : 
; : . > ee spannt 
immer mehr, bis 7 bis 9 Proz.., 23 ms = 
wo man die Formel nicht mehr os bei 15 
ohne weiteres anwenden kann. 7 K 
Aber nétigenfalls kann man oA W 
2 33 4 
auch hier den entsprechen- SG einseta 
den Wert auf der Kurve aus- 
suchen. TA 
43 2 
ia 
o Va 06 05 O¥ pee 
-——-—— 1. Alkohol nach Pederson. —— 
—ere—eoe—— 2, Essigsiure nach Traube. relat 
—o—o—a—0 3. Buttersiure nach Traube. aes 
' 4 
“ { 
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Abb. 2. 


In derselben Weise, wie bei den relativen Zahlen untereinander, 
habe ich auch ein bestimmtes Verhiltnis zwischen der gemessenen 
relativen Oberflichenspannung und der wahren absoluten gesucht. 
Die Angaben der absoluten Oberflachenspannung von verschiedenen 
Autoren stimmen leider nicht tiberein. Aber man muB8 selbstverstandlich 
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immer denselben Ausgangspunkt haben, wenn man alle Zahlen in 
~~ Miner Kurve betrachten will. Deshalb habe ich zuerst die wirk. 
Miferens liche absolute Oberflichenspannung aus der angegebenen relativen 
“lil Oberflachenspannung umgerechnet, indem ich den absoluten Wert 
reinen Wassers nach H. Freundlich!) 73,0 dyn/cm bei 18°C annehme 
(Tabelle XIV). 
Diese Tabellenzahien habe ich wieder graphisch dargestellt. 
Bei dieser Kurve habe ich die gemessene relative Oberflichen- 
spannung auf der Abszisse und die wirkliche absolute Ober- 
flichenspannung auf der Ordinate, 1,0 der relativen Oberflichen- 
spannung und 73dyn/em der absoluten, dem Ursprungspunkte ent- 
sprechend, genommen. 
Die Kurve selbst. sieht natiirlich ganz so wie Abb. 1 aus. Es soll also 
heiBen : 
(73,0—6) = K (1—r); 
r zeigt die mittels Ringmethode gemessene relative Oberflaichen- 
spannung bei 15 bis 18°C. ; 
6 zeigt die entsprechende wirkliche absolute Oberflichenspannung 
bei 15 bis 18°C.; 
K ist eine Konstante. 
Wenn man 50,99 Proz. Alkohol entsprechende Zahlen in die Gleichung 


einsetzt, so 
73,0 — 27,01 


i 1—0,4662 
6 = 86,18 x r — 13,18 


Tabelle XIV. 
a) Alkohol. 





ar SERRE 
Nach Pederson 15°C Ringmethode | 
_ we Bee eee eerie ceremony Differenz 
. errechnete absolute || gemessene relative | nach Formel (2) bes i 
relative Ober: pers rs | rechn. absolute Obers ip 
flachenspannung flichenspannung flachenspannung | flachenspannung 











} 


22,40 : 20,28 — 99 


11,4 
4,1 
47 
0,004 
1,8 
0,007 
2,8 


23,38 | 21,71 

| 23,17 

23,87 

3701 27,00 

3782 | 28,12 

4105 | 29,94 

4711 35,38 

6756 | 49,53 0,4 

7631 | 54,98 1,3 
1,000 73,00 0 


[++1+11 14 





1) H. Freundlich, Kapillarchemie 1922. S. 32. 
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b) Essigsaure. 





Nach Traube 15°C -Ringmethode t—~=«dzCS 

one ane Saeee | Differenz 
P errechnete absolute | g relative | nach Formel (2) be: || 

relative Ober: Ober- Ober: | rechn. absolute Ober: | “i 


flachenspannung |  flachenspannung flachenspannung |  flachenspannung | 








Prozenten 


0.8280 | 60,44 0.8430 59,47 —16 
8847 64,57 | 8895 | 63,47 4.7 
9333 68,13 9385 67,69 — 0,65 
9623 70,25 9599 69,54 —10 
9789 71,45 9757 70,90 0,77 

1,00 73,00 1,00 73,00 0 


c) Normal-Buttersaure. 





Nach Traube bei 159°C | Ringmethode 
- —— —e -|| Differenz 
| errechnete absolute || gemessene relative | nach Formel (2) be- | in 
ers bers | rechn. absolute Ober: | 





relative Ober: 
Prozenten 


flachenspannung | flachenspannung flachenspannung flichenspannung | 


04533 «3=| «~—33,09 0,5418 33,51 
5597 40,85 6376 41,76 
6699 48,90 7295 49,68 
7696 56,17 8064 56,30 
8602 | 62,79 8712 | «61,89 
9193 67,10 9298 | 66,95 
9585 69,97 | 9645 69,94 
9770 71,32 9813 71,37 

1,00 | 73,00 1,00 73,00 

Die nach der Formel (2) berechneten absoluten Zahlen sind in 
der Tabelle XIV zusammengestellt, wo man auch die Differenzen 
von den wirklichen Werten ersehen kann. 

Soviel ich aus den Tabellen und der Kurve ersehen kann, gilt diese 
Formel von 73,0 — 27 dyn/cm. Bei der stark kapillaraktiven Flissig- 
keit ist man genétigt, die gemessene Zahl nach der Kurve selbst korri- 
gieren zu miissen. 

Zur Kontrolle der oben geschriebenen Verhiltnisse wurde noch die 
Oberflachenspannung einiger bekannter Fliissigkeiten untersucht. Um 
zu untersuchen, ob die Formel auch bei kapillarinaktiven Fliissigkeiten 
gilt, habe ich eine Reihe Bestimmungen iiber Natriumchloridlésung 
von verschiedenen Konzentrationen gemacht und das Resultat mit 
Heydweillerschen Zahlen') in der folgende Tabelle zusammengestellt. 

Reines Kochsalz (Kahlbawm) habe ich zuerst im Tiegel gegliiht, 
im Exsikkator abgekithlt und ein in der Heydweillerschen Tabelle 
angegebenen Molzahl entsprechendes Grammgewicht im MeBkolben 
gelést. Die Lésungen enthielten keine kapillaraktive Substanz, denn 
sie zeigten keine Erniedrigung beim Stehenlassen. 


1) Heydweiller, Ann. d. Phys. (4), 38, 154, 1910; auch zitiert von 
Freundlich, Kapillarchemie, 2. Aufl., 1922, 8. 78. 
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Tabelle XV. 
Na-Chloridlésung. 


245 





Nach Heydweiller 
(SteighGhenmethode) 


Konzentration dyn/cm 
(Molekiili.Liter)} bei 18°C 
} 


73,00 


73,44 
73,81 
74,19 
74,77 
76,34 
78,42 
79,86 
82,87 


Ringmethode (bei 17,5 bis 19°C) 


|| gemessene 
relative Ober 


korrigierte 
relative Ober- 


| flachenspannung flachenspannung 


1,000 


1,005 
1,009 
1,013 
1,019 
1,040 
1,062 
1,104 
1,145 


1,000 


1,006 
1011 
1,035 
1,023 
1,047 
1,079 
1,123 
1171 


korrigierte 
absolute 
dyn/cm 


73,0 


73,35 
73,76 
74,12 
74,64 
76,46 
78,31 
81,96 
85,48 


Differenz 
in 


' Prozenten 


0 


— 0,03 
— 0,07 
— 0,09 
— 0,17 
— 0,16 
— 0,14 
+ 2,5 
+ 3,1 


Aus der Tabelle erhellt, daB die erwihnte empirische Formel 
auch bei dieser Salzlésung gut stimmt. Aber man kann darin bemerken, 
daB die sehr konzentrierte Kochsalzlésung einen etwas héheren Wert gibt. 
Da die 5,43-Mol-Lésung bei 18°C fast gesiittigt ist, scheiden die feinen 
Kristalle sich schnell beim Messen aus und kleben sich an den Ring. 
Aus diesem Grunde darf man sie eigentlich nicht als den richtigen 
Wert betrachten, ja sogar mu es aus der Tabelle eliminiert werden. 
Sonst stimmt es sehr gut. 


Kontrolle an chemisch reinen Substanzen. 

Weiter habe ich diese Ringmethode auf die Messung der Ober- 
flichenspannung einiger chemisch reinen fliissigen Substanzen an- 
gewandt und mit der mittels anderer exakten Methoden bestimmten 
Oberflichenspannung verglichen. 


Tabelle XVI. 








Angegebene 


Oberflachenspannung Beobachter 


und andere 
Bemerkungen 


Ringmethode 





Temperatur 
°C 


dynicm | Temp. bei 


Messung °C i dyn/cm 


2933 | 17 | 20,16 17,5 
23,15 | 18 || 23,35 16,8 
3829 | 15 38,40 17 
288 | 15 | 26,74 15 
26,00 | 175 | 2657 | 166 
16,30 | 18 165 | 20 


Volkmann') Steighohe 
| Ramsay") Steighdhe 
| Ramsay 
Ramsay 

Ramsay 

Ramsay?) 


Aceton . . 
Pyridin 
N-Buttersiure 
Propionsaure . 
Athylather . . 


1) Landolt-Bérnstein, Physik.-chem. Tabellen. 
*) Freundlich, Kapillarchemie, 2. Aufl., 1922, 8. 38. 
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Aus der Tabelle kann man ersehen, daB die korrigierte Oberflichen. 


spannung der untersuchten chemisch reinen Substanzen mit der aus 
der Literatur bekannten gut iibereinstimmt. Dies ist auch ein Beweis 


fiir allgemeine Giiltigkeit unserer empirischen Formel. 


Schlubfolgerungen. 
I. Bei der Ringmethode findet man empirisch ein bestimmtes \ er. 
hiltnis zwischen gemessenen relativen und wirklichen relativen bzw. ab. 
soluten Oberfldchenspannungen. Aus der gemessenen relativen Oberflichen. 
spannung einer beliebigen Fliissigkeit lapt die entsprechende wirkliche relatir, 
bzw. absolute Oberflichenspannung sich nach den empirischen Formel 
t= 1,18 x r—0,18 baw. 6 = 86,18 x r — 13,18 dyn/cm berechnen. 
2. Das Resultat der Messungen einiger chemisch reinen kapillaraktiven 
Substanzen stimmt mit dem aus der Literatur bekannten Wert sehr gut iiberein. 
3. Diese empirische Formel gilt auch fiir kapillarinaktive Fliissigkeiten. 
4. Zwischen 78 — 27 dyn/cm zeigt die empirische Kurve eine fast 
gerade Linie; da die sehr stark erniedrigte Oberflichenspannung in biolo- 
gischen Fliissigkeiten ganz selten vorkommt, so kann man gewohnlich diese ein. 
fache Ringmethode mit der angegebenen Korrektion ganz exakt anwenden. 


C. Bestimmung: der Oberflichenspannung von einigen biologischen 
Fliissigkeiten. 


1. Bestimmung der Oberflachenspannung des Serums. 
Die Oberflachenspannung des Blutserums ist schon mehrmals ange- 
geben worden, aberziemlich verschieden, jenach derangewandtenMethode. 


Mit dem Stalagmometer haben J. Traube!), Kisch-Remertz*), Kascher®), 
Iscovesco*), Kunoft*), F. Boenheim*) die Oberflachenspannung des Serums 
der gesunden Menschen gemessen: Sie geben an: nach Traube 6,42; nach 
Kisch 6,4 bis 6,5; nach Kascher 6,43 bis 6,5; nach Kunoff 6,6; nach Boen- 
heim 6,4 bis 6,7 mg/mm; nach Iscovesco 69,97 bis 70,12 dyn/cm bei Zimmer- 
temperatur. 

Mit der Blasendruckmethode geben Fano-Mayer’) die Oberflachen- 
spannung des normalen Menschenserums als 58,2 bis 59,9dyn/em bei 
39°C an. Mit der Tropfengewichtsmethode haben Morgan und Wood. 
ward*) 44,3 bis 46,4 dyn/cm bei 37°C fiir das menschliche Serum angegeben. 
Mit dem Tensimeter (Ringmethode) gibt Du Nouy*) 55,5 bis 55,6 dyn/cm 


1) J. Traube, Intern. Zeitschr. f. physik.-chem. Biol. 1, 389, 1914. 

2) Kisch und Remertz, ebendaselbst 1, 354, 1914. 

3) Kascher, Diss., Berlin 1907. 

*) Iscovesco, C. r. de la Soc. de Biol. 70, 66,1911; s. auch Newberg. 
Der Harn 2, 1727. 

5) Kunoff, Diss., Berlin 1907. 

6) F. Boenheim, diese Zeitschr. 94, 174, 1919. 

7) Fano-Mayer, Arch. di fisiol. 4, 165, 1907; s. auch Neuberg, Der 
Harn 2, 1726. 
8) Morgan and Woodward, Journ. of Amer. chem. Soc. 85, 1249— 1262, 1913. 
®) Du Nouy, Journ. of exper. Med. 35, 575—597, 1922. 
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bei 25°C fiir das Hundeserum an. Mit der Ringmethode gibt R. Brinkman’) 
55,4 bis 57,2dyn/em bei + 20°C fiir das menschliche Oxalatplasma an. 


Mit unserer Ringmethode habe ich auch die Oberflichenspannung 
des Kaninchenserums gemessen. Wie es schon von T'raube und anderen 
Autoren angegeben wird, mu8 man dabei hamoglobinhaltiges Serum pein- 
lichst vermeiden und immer frisches Serum untersuchen. Daich von dem 
Serum langsame Adsorption in die Oberfliche erwarten konnte, so habe 
ich die Oberflachenspannung im fortlaufenden Zeitabschnitt gemessen. 

Aus der Tabelle XVII kann man ersehen, daf die Adsorption 
an die Oberflache unter Erniedrigung der Oberflichenspannung am 
Anfang ziemlich schnell, dagegen spater sehr langsam vor sich geht. 
Die Erniedrigung der Oberflachenspannung in den ersten 5 Minuten 
ist oberhalb 2 dyn/cm, wahrend diejenige in den zweiten 10 Minuten 
unterhalb 0,5dyn/em bleibt. Die Erniedrigung der Oberflichen- 
spannung sistiert sich nach einer Stunde noch nicht, sondern schreitet 
weiter fort. Diese Erniedrigung riihrt wahrscheinlich von der fort- 
schreitenden Adsorption der kapillaraktiven Substanzen in die Ober- 
fliche her; aber man mu8 daran denken, da8 ein Teil der Erniedrigung 
auch von der chemischen Verinderung an der Oberflache oder in der 
Flissigkeit verursacht werden kann, wenn man die Fliissigkeit mehrere 
Stunden lang stehenlaBt. Welchen Anteil auf die Oberflichenspannungs- 
erniedrigung diese chemische Veranderung hat, bleibt noch ganz offen. 
Jedenfalls nach 30 bis 45 Minuten erreicht die Oberflachenspannung 
ungefihr ein Gleichgewicht, wenigstens verlauft die Adsorption weiter 
sehr langsam. Praktisch habe ich also die Spannung nach 30 Minuten 
als die statische bei dieser Messung betrachtet, obwohl Du Nouy?) 
angibt, daB die Oberflichenspannung bei seiner Messung praktisch 
eine Konstanz nach 10 Minuten erreichen kann. Selbstverstandlich 
hat die Temperatur des Zimmers auch einen Einflu8 auf die Schnellig- 
keit der Adsorption, und er hat bei 23 bis 25°C gemessen, wihrend die 
Temperatur bei meiner Messung etwas niedriger war. 

In der Tabelle bemerkt man, da8 der Anfangswert ziemlich starke 
Schwankungen zeigt. In dem ersten Augenblick ganz piinktlich zu 
messen, ist sehr schwer, ja sogar fast unméglich; und gerade in diesem 
Zeitabschnitt verlauft die Adsorption an die Oberflache (Oberflachen- 
spannungserniedrigung) sehr schnell, was die Ursache der Schwankung 
des Anfangswertes sein soll. Deshalb hat Du Nouy diesen Anfangswert 
nach seiner Formel berechnet. Die Oberflichenspannung des normalen 
frischen Kaninchenserums mit unserer Ringmethode ist 56,2 bis 
58,5dyn/cm bei Zimmertemperatur. Wenn man die bei 16 bis 18°C 


1) R. Brinkman, Arch. Néerlandais. de Physiol. de Homme et des 


Animaux 7, 258, 1922. 
2) Du Nouy. Journ. of exper. Med. 35, 575—597, 1912. 
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gemessenen aus der Tabelle auswahlt, dann ist sie 57,0 bis 58,5 dyn/cm, 
durchschnittlich 57,6dyn/em. Diese Zahl ist etwas gréBer als die 
von Du Nouy angegebene fiir Kaninchenserum [55,5 dyn/em nach 
15 Minuten!)}. Du Nouy hat den Wasserwert als 77 dyn/cm bei 25° C 
berechnet und mit seinem besonderen Tensimeter gemessen, dagegen 
haben wir den Wasserwert als 73 dyn/cm bei 18°C betrachtet und nach 
einer empirischen Formel unter Beriicksichtigung des Randwinkels 
umrechnet. Dazu fanden meine Messungen bei 16 bis 18°C statt, 
wihrend Du Nouy bei 23°C gemessen hatte. 

Morgan und Woodward geben 45,2 bis 47,5 dyn/em bei 37°C fiir 
Kaninchenserum an. Dies ist ziemlich niedrig; die gebrauchte Methode 
war eine ganz andere. Zur Vergleichung habe ich auch einige Messungen 
bei 37°C gemacht. Ein Teil des frischen Kaninchenserums wurde direkt 
bei Zimmertemperatur gemessen und ein anderer Teil im Brutschrank 
auf 37°C in einem kleinen Zylinder mit Glasstépsel erwarmt und erst 
nach einer Stunde bei 37°C gemessen. Der Ringwert des reinen Wassers 
bei 37°C war durchschnittlich 144,5 mg. Von der korrigierten relativen 
Oberflachenspannung habe ich die absolute Oberflichenspannung 
durch Multiplikation von 70,27 dyn/cm berechnet, indem ich die Ober- 
flichenspannung des Wassers bei 37°C nach der Gleichung 6, = 6 
.(1 — r.t) ausrechnete (r = 0,0020). 


Methode: Auf den Brutschrank setzt man die Torsionswage, dagegen 
in denselben ein Schraubenstativ, auf welchem das die Fliissigkeit ent- 
haltende Uhrglas gestellt worden ist. Durch ein oberes Loch des Brut- 
schrankes wird der Platinring mittels eines feinen Drahtes an das Hakchen 
der Wage gehingt. In dieser Weise kann man die Oberflichenspannung 
bei beliebiger Temperatur messen. 


Tabelle XVIII. Kaninchenserum bei 37°C. 


Bot fed. tus cal L IL 





Ringwert bei 37C 145mg || Ringwert bei 37°C 1445 mg 
tte Pi aware a 


messene| relative Ober+ | dyn/cm messene| relative Obers | dynjem 
|| mg  /flachenspannung | mg flachenspannung 


| ges |  korrigierte | ge | korrigierte 


ees | 


; | 
Sofort n. EingieBung 119,3| 0,7940 55,8 120.2 —-0,8015 | 56,3 
io | —_ | — | 1164 | 7707. | 54,1 

7675 | 53,9 | 115,4| 7623 | 53.5 

10 7590 | 53,3 | 1140} 7510 | 52,7 
15 7550 53,0  113,0) 7429 «| «52,2 
7223 | 50,7 | 107,5 | 6980 49,0 

6939 | 48,7 105.2 | 6790 47,7 

6774 | 47,6 105,3 | 6798 ~ | 47,7 

6734 | 47,3 | 1048 | 6756 = 47,4 

6734 | 47,3 105,3 | 6798 | 47,7 

6734 | 473 1063 6798 47,7 

6748 | 47,4 105.5 | 6818 47,9 
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Aus der Tabelle kann man ersehen, daB die Oberflachenspanning 
nach 60 Minuten einen fast konstanten Wert zeigt, wahrend die fr. 
niedrigung der Oberflichenspannung bei Zimmertemperatur  iiber 
24 Stunden dauerte. Die konstante statische Oberflachenspannung be; 
37°C betrigt 47,3 bis 47,4 dyn/cm, welcher Wert mit den von Morgan 
Woodward angegebenen Zahlen ziemlich gut tibereinstimmt. Die 
niedrigste QOberflichenspannung bei Zimmertemperatur nach etwa 
30 Stunden ist auch ungefihr 49,3 dyn/cm. 

Die Angaben von mehreren Beobachtern, die mit dem T'raubeschen 
Stalagmometer gearbeitet haben, stimmen untereinander gut tibercin: 
aber die angegebenen Zahlen sind bedeutend gréfer als die mit anderen 
statischen Methoden gemessenen. Das kann man wohl begreifen, weil 
das Serum eine kolloide Flissigkeit ist. Wegen der Vergleichung mit 
unserer Ringmethode habe ich auch einige stalagmometrische Be. 
stimmungen von denselben frischen Kaninchensera gemacht. 























































































: tt Tabelle XIX. 
3 Kaninchenserum. 
. we, |__Stangmometer Zin = 68,6me | Ringmethode Quy = 148,0m¢ | Terperatu 
des Zw | 7.3-d. Zw | semessene — 
Serums | Ze | a es Fe Cageesrt ~ | ‘aoitomn sungen 
} ved mgimm i °C 
te Oe, BU. A Oe senrees maT ty i SIMU RE OZ ee jee 
1 | 5856 | o9i6 | 687 || 1216 | 576 || 17 
2 || 58,48 917 | 688 | 1218 57,4 14,5 
3 | 5896 | 909 | 682 | 1907 | 671 16 





Bemerkung. Das spezifische Gewicht wurde nicht gemessen; vorliufig 
habe ich als 1028 berechnet. 

Meine stalagmometrische Zahl stimmt auch mit der von Kascher') 
fiir Kaninchenserum angegebenen (6,46 bis 6,68 mg/mm bei Zimmer- 
temperatur) annihernd iiberein und ist ungefahr 10 dyn/cm héher 
als der statische Ringwert, weil der Stalagmometer einen bei kolloider 
Flissigkeit halb dynamischen Wert angibt. 


2. Bestimmung der Oberfldchenspannung des Harns. 

Die Oberflachenspannung des normalen und pathologischen Harns 

ist von Frenkel und Cluzet*), J. Amann*), W. D. Donnan und F. G. Donnan‘), 
Posner*®) und anderen bestimmt worden. Frenkel und Cluzet fanden sie 
mittels SteighGhenmethode etwa 10 bis 20 dyn/cm niedriger als die des 
Wassers, und die anderen Autoren haben weiter noch angegeben, daB die 


1) Kascher, 1. ¢. 
*) Frenkel und Cluzet, Journ. de Phys. et de Path. gener. 8, 99, 1901. 
8) J. Amann, Bull. soc. Vandoise $8, 131. 
*) D. Donnan und G@. Donnan, British med. Journ. 1905, S. 1923; 
altere Literaturangaben zitiert in Neuberg, Der Harn 2, 1735. 
5) Posner, Berl: klin’ Wochenschr. 58, 1916. 
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Oberflachenspannung des konzentrierten Urins niedriger als die des ver- 
diinnten ist. So hat Schemensky') die Tropfenzahl beim gleichen spezifischen 
Gewicht (1010) und der gleichen H’'-lonenkonzentration (Methylorange 
yon Gelb in Orange und Kongorot von Rot in Hellblau) stalagmometrisch 
gemessen und einen stalagmometrischen Quotienten angegeben, indem er 
die so gemessene Tropfenzahl durch die nach der Behandlung mit Tierkohle 
gemessene Tropfenzahl dividiert. Uber die Zusammensetzung des kapillar- 
aktiven Stoffes des normalen Harns weif man noch nichts Genaues. H. Bech- 
hold und L. Reiner*) geben an, daB die Erniedrigung meist von EiweiB- 
schlacken wie Albumosen, Peptonen, Oxyproteinsiuren verursacht wird. 
Jedenfalls scheinen sie sicher von kolloider Natur zu sein. 

Die langsame Adsorption bei der Messung mit unserer Ring- 
methode entspricht dem auch, wie ich es schon in Tabelle IV gezeigt 
habe. Aber diese Adsorption in die Oberflache (Oberflachenspannungs- 
erniedrigung) dauert nicht so lange Zeit, wie es beim Serum der Fall 
ist. In den meisten Fallen erreicht der Harn (normaler menschlicher) 
nach 45 bis 60 Minuten sein Oberflichengleichgewicht. Durch die 
kolloide Natur der fraglichen Substanzen kann man erwarten, dab 
der stalagmometrische Wert héher als der statische Ringwert sein 
wiirde, wie ich vorher an einer Oleatlésung erliutert habe. Dies illustriert 
die folgende Tabelle, in welcher normaler menschlicher Harn ver- 
gleichend gemessen wurde. 


Tabelle XX. 
Menschlicher Harn. 





"| Stalagmometrisch || _ Ringmethode —| 
Spez. | | Zu | 
cl Z 2 4oee gemessene Z 
wicht; —* 73 qd Zz | telative Obers | korrig. | 


mg/mm flachenspannung| dynjem |! 


| Bemerkungen 
| 


x 


{| 
19 0 6,58 0,796 4 Zimmertemperatur 15,5°C, 
" }? 5 ~ gies Harn, Reahtion sauer 
i 775 immertemperatur 
1024 | 848 6,34 75 53,6 vatstd tees, Reakton saver 
i! | 81 7 immertemperatur 5 
i ae I se “ae . ae gated Harn,” Reaktion sauer 
| 1015 | 6, 823 57,8 immertemperatur “ 
i . 2 i 24std. Harn, Reaktion sauer 
— 0,738 | 60,4 Zimmertemperatur 17°C, 
||  einmaliger Harn sauer 
— 796 55,5 | Zimmertemperatur 15,5°C, 
einmaliger Harn sauer 
— 840 | §92 || Zimmertemperatur 15,5°C, 
; einmaliger Harn sauer 
807 | §7.0 || Zimmertemperatur 17°C, 
| : einmaliger Harn sauer 
806 | §6,2 | Zimmertemperatur 17°C, 
einmaliger Harn sauer 
762 52.5 Zimmertemperatur 17°C, 
einmaliger Harn sauer 
744 51.0 Zimmertemperatur 18,5°C, 
eee einmaliger Harn sauer 
789 54,8 Zimmertemperatur 20°C, 
einmaliger- Harn sauer 


1) Schemensky, diese Zeitschr. 105, 229, 1920. 
2) H. Bechhold und L. Reiner. cbendaselbst 108, 98. 1920 
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Die obige Tabelle zeigt, daB die Oberflachenspannungserniedrigiing 




















































des normalen menschlichen Harns vom spezifischen Gewicht abhingiy. I 
aber ihm nicht streng parallel ist. Der stalagmometrische Wert ist \in. Ringn 
gefiihr 10dyn/cm hoher als der statische Ringwert, welch letzterer [J Nach 
von 50,4 bis 59,2 dyn/cm je nach der Konzentration des Harns schwankt: gewic 
doch ist er meist dem des Serums fast gleich oder etwas kleiner. Der zu un 
Unterschied mit den beiden Methoden ist auch ganz so wie beim Serum. vag 
3. Bestimmung der Oberflichenspannung des Kammerwassers. unser 
Bardier und Cluzet!) haben zuerst die Oberflichenspannung des 57,6 
Kammerwassers stalagmometrisch gemessen und angegeben, daB sic : 
fast Wasserwert zeigt; aber van Creveld®) gibt mit unserer Ring. niedr 
methode an, da sie nur um ein paar Dyn/Zentimeter hoher als die des betra 
betreffenden Serums ist. Um die zeitlichen Verhaltnisse zu beobachten, nach 
: habe ich auch einige Messungen gemacht. Die Punktion der Augen. 
re kammer habe ich in derselben Weise ausgefiihrt, wie sie frither von hohe 
s J.de Haan und 8. van Creveld*) gemacht wurde. : 
Tabelle XXI. Kammerwasser des Kaninchens. a 
| ee aes ee es ee ee ee er ae geme 
| ainious | dyn/cm | doula. yee dyn/em sie $s 
|| Zimmere | Zimmere | Zimmers Zimmer- || Zimmer: auch 
|*SPsc | oC l ra | ~~ on rag aaah 
i] } OC 
|rechts links | | menses links. rechts | links | |rechts | links rechts | links 
Sofort n. EingieSung 620) — 61,1|| 64,1 | 63,5 | 61,6 | 60,1 63,6 62,5 na 
SPE Fi 61, BE pnt 62,4 | — | 59,7 58,8 63,1 62.0 
WO Pe a1 — — | 59,0 59,3 61,4 | 59,3 58,5 58,1 63,3 | 62,5 reick 
et oe 60,9 — 58,7 | 59,3620 | 59,3 586/580 625 — 
In der, obigen Tabelle kann man ersehen, daB die Oberflichen- der 
spannung meist nach 15 Minuten eine Konstanz erreicht und im weiteren als | 
Zeitabschnitt sich ab und zu erhéht. Wahrscheinlich riihrt es von der 
minimalen Menge der kapillaraktiven Substanz her, weil ein Teil der Pro! 
letzteren, welcher an dem Platinring haftet, bei jeder Messung ver- fiir 


loren geht. Der Fall V zeigt relativ héheren Wert als die anderen, was 
die Folge der niederen Temperatur bei der Messung sein wiirde. Die 
statische Oberflichenspannung des Kammerwassers bei Zimmer- 
temperatur zeigt 58 bis 61 dyn/cm, d.h. 1 bis 3 dyn/cm héher als dic 
des Serums. 





1) Bardier und Cluzet, C. r. de la Soc. de Biol. 54, 119, 1902. 
*) S. van Creveld, Monatsschr. f. Augenheilk., Okt. 1922, erscheint 
ausfiihrlicher in Arch. Néerl. de Physiol. 
8) J. de Haan und S. van Creveld, Koninklyke Akademie van Weten- 
schappen te Amsterdam 28, Nr. 9, S. 1347, 1921. 
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SchluBfolgerungen. 

1. Beim Messen der Oberflaichenspannung des Serums mit der 
Ringmethode mu8 man immer auf die Adsorptionserscheinung achten. 
Nach 30 Minuten erreicht das Serum praktisch Oberfliichengleich- 
gewicht ; aber man bekommt immer niedrigere Werte, wenn man die 
zu untersuchende Fliissigkeit im Uhrglase noch weiter mehrere Stunden 
stehen: 14Bt. Man soll also immer auf diesen Zeitablauf achten. 

2. Die Oberflachenspannung des normalen Kaninchenserums, mit 
unserer Ringmethode bestimmt, ist 57 bis 58,5 dyn/cm, durchschnittlich 
57,6 dyn/em bei Zimmertemperatur. 

3. Die Oberflichenspannung des Serums bei 37°C ist bedeutend 
niedriger (ungefahr 10 dyn/cm) als diejenige bei Zimmertemperatur und 
betrigt 47,3 bis 47,4dyn/cm. Dies stimmt mit Morgans Angabe, die 
nach der Tropfengewichtsmethode erhalten wurde, annahernd iiberein. 

4. Der stalagmometrische Wert des Serums ist etwa 10 dyn/cm 
hoher als der statische. 

5. Die Oberflichenspannung des normalen Harns erreicht in 
kiirzerer Zeit als beim Serum ihre maximale Erniedrigung, meistens 
nach einer Stunde; aber praktisch kann man die nach 30 Minuten 
gemessene als die statische Oberflachenspannung betrachten, weil 
sie sich im weiteren Zeitablauf sehr wenig erniedrigt. Sie schwankt 
auch im relativ breiten Umfang je nach dem spezifischen Gewicht; 
doch bleibt sie meist unterhalb des Serumwertes. 

6. Der stalagmometrische Wert des Harns ist ungefihr 10 dyn/em 
héher als der statische Ringwert. 

7. Die Oberflachenspannungserniedrigung des Kammerwassers er- 
reicht nach 15 bis 30 Minuten ihr Maximum. 

8. Die statische Oberflichenspannung des Kammerwassers mit 
der Ringmethode ist 58 bis 61 dyn/cm, d. h. 1 bis 3dyn/cm héher 
als die des Serums. 

Zum SchluB halte ich es fiir meine angenehme Pflicht, Herrn 
Prof. Hamburger und Dr. R. Brinkman meinen verbindlichen Dank 
fiir ihre freundlichen Ratschlige und Hilfe auszusprechen. 











Uber die Alkalireserve des Blutplasmas bei Avitaminose. 


Von 
J. A. Collazo (Montevideo). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 11. Juni 1923.) 


In einer Arbeit von Hagashz'), die mir nur auszugsweise zuginglich 

war, wird mitgeteilt, da& bei beriberikranken Menschen die Blut- 

- alkaleszenz, d. h. das Kohlensiurebindungsvermégen, herabgesetzt sei. 

Bei 24 gesunden Menschen wurden Werte zwischen 53,5 und 70,0°% 

gefunden, bei 21 dieser Personen lagen die Werte zwischen 55 und 67 °. 

Bei 82 beriberikranken Individuen wurden folgende Zahlen fir das 
Kohlensaurebindungsvermégen ermittelt: 


bei 2 Patienten 


40 bis 50% 
50 bis 55% 
55% und mehr. 

Im ganzen schwankten die Zahlen bei den 82 Fallen von Beriberi 
zwischen 30,5 und 71,8 %. 

Angesichts dieser Mitteilungen muBte man sich die Frage vor- 
legen, ob die bei Beriberikranken in nicht einmal der Halfte der unter- 
suchten Fille beobachtete Herabsetzung der Blutalkaleszenz eine fiir 
den Verlauf der Beriberi charakteristische Erscheinung sei, oder ob 
sie nur ein gelegentliches Ereignis, etwa eine zufillige und individuell 
verschiedene Komplikation dieser Krankheit darstelle, oder gar nur 
der Ausdruck fiir einen in manchen Fallen vorhandenen einfachen 
Hungerzustand sei. 

Ich habe daher bei Hunden, Meerschweinchen und Tauben, die 
ich mit vitaminfreier Nahrung fiitterte, fortlaufend nach der van Slyke- 
schen Methode*) das CO,-Bindungsvermégen des Blutes untersucht; 
natiirlich wurde diese Untersuchung auch mehrmals bei jedem Tiere 
vorgenommen, als es sich in der Vorperiode noch bei normaler Fiitterung 
befand. 


1) Japan. med. Wochenschrift 1922 (japanisch). 

2) van Slyke und Cullen, Journ. of biol. Chem. 30, 316; Ph. Hawk, 
Protical Physiological chemistry, Philadelphia. 6. ed., 1919, 8S. 325; 
Pincussen, Mikromethodik, 2, Aufl., 8S. 114. Berlin 1923. 
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Ich machte diese Experimente an drei Hunden, von denen der 
erste Mitte der 7. Woche, der zweite in der 12. Woche und der dritte 
in der 16. Woche der avitaminésen Fiitterung starb. Ferner experi- 
mentierte ich an einem Hungerhunde, der nach einer voraufgehenden 
Normalernahrung 25 Tage hungerte, eine Zeit, in der er aber tiglich 
Wasser und 3 g Salzgemisch bekam, das auch die avitaminés ernihrten 
Tiere taglich erhielten. Das Salzgemisch bestand aus: Natrium chlorat. 
250 g, Calcium lactic. 100 g, Magnesium citric. 100 g, Ferri citric. 25 g. 
Auf diese taglich gleichartige Salzzulage bei allen Versuchstieren ist 
groBes Gewicht zu legen, daB die zur Beobachtung gelangenden Alka- 
leszenzveranderungen des Blutes nicht etwa auf einen Mangel an an- 
organischen Nahrungsbestandteilen bezogen werden kénnen. Ferner 
arbeitete ich an vier Meerschweinchen und an sechs Tauben, die alle 
ebenfalls besondere Salzgemischzulagen erhielten. 

Das Ergebnis meiner Versuche ist folgendes: 

1. Beim Hunde ist der CO,-Sattigungswert des Blutplasmas in 
den ersten 6 Wochen der avitaminésen Ernahrung (vitaminfreies 
Pferdefleisch, polierter Reis, Schweineschmalz, Salzgemisch) ungefihr 
ebenso groB, wie wahrend der Periode mit normaler Ernahrung. Nur 
in dem allerletzten Stadium der Avitaminose, besonders in den beiden 
letzten Wochen vor dem Tode, ist dieser Wert etwas herabgesetzt. Im 
Hungerzustande tritt die Verminderung des CO,-Siattigungswertes des 
Blutplasmas sehr rapide auf, dieser Wert ‘sinkt zwischen dem dritten 
und siebenten Hungertage auf ein Minimum, steigt dann wieder etwas 
an, ohne jedoch die Norm in der Folge erreichen zu kénnen. 

2. Bei den Meerschweinchen, die mit trockenem Hafer, Salz- 
gemisch und Wasser ernaihrt wurden, trat auch nur in der vierten 
Woche bei dieser avitaminésen Nahrung eine starke Verminderung 
des CO,-Bindungsvermégens des Blutplasmas auf. 

3. Bei den Tauben, die mit poliertem Reis, Wasser und Salzgemisch 
ernihrt wurden, stellte sich nur bei einigen in der vierten Woche der 
avitaminésen Ernahrung eine ganz leichte Herabsetzung des CO,- Bindungs- 
vermégens des. Blutplasmas ein, bei anderen Tieren war in diesem Stadium 
sogar das CO,-Bindungsvermégen des Blutplasmas etwas gesteigert. 

Die Normalwerte verhalten sich zu den azidotischen Werten bei 
den verschiedenen Tierarten wie folgt: 





C OgsBindungswert in der 
Avitaminose. 


CO,-Bindungswert im 
ormalzustande 


(0,73 — 0,63) 
Durchschnitt = 0,68 
(0,57 —0,49) 
Durchschnitt = 0,53 
(0,66—0,49) 
Durchschnitt = 0,57 


Meerschweinchen . . . 


Tauben 


(0,71—0,31) 
Durchschnitt = 0,51 
(0,48— 0,26) 
Durchschnitt = 0,37 
(0,66—0,39) 
Durchschnitt = 0,52 
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Die Azidosis bei der Avitaminose ist also nicht etwas fiir das Wesen 
der Avitaminose Charakteristisches, sondern nur ein Folgezustand, zu 
dem schlieBlich die avitaminése Stoffwechselstérung hinfiihrt, oder 
gar nur eine zufillige Begleiterscheinung, die mit dem Umfang der 
Nahrungsaufnahme in den Endstadien der Avitaminose in Verbindung 
steht, als ein Symptom eines eingetretenen einfachen Hungerzustandes. 

Da die Azidosis nur im Endstadium der Avitaminose auftritt, 
wenn sie tiberhaupt sich einstellt, und da sie nach meinen Beobachtungen 
am Hunde und an der Taube, die beide bis ins letzte Stadium der 
Avitaminose im allgemeinen gut fressen, im Gegensatz zu den Meer- 
schweinchen, bei denen die Aufnahme der trockenen Hafernahrung 
mit der fortschreitenden Avitaminose sehr zu wiinschen iibrig laBt, 
entweder auBerst gering ist oder ganz fehlt, so spricht dieser Umstand 
dafir, daB dann, wenn im Verlaufe der Avitaminose Azidosis auftritt, 
es sich um eine einfache Hungererscheinung infolge ungeniigender 
Nahrungsaufnahme per os handelt. Wenn daneben noch Anderungen 
im zellularen Stoffwechsel infolge der Avitaminose vorkommen sollten, 
die zu einer leichten Azidosis Veranlassung geben kénnten, so spielen 
diese nach meinen Versuchen nur eine untergeordnete Rolle. 

Auch die eingangs erwahnten Beobachtungen am beriberikranken 
Menschen sprechen im Sinne meiner hier entwickelten Auffassung. 
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Untersuchungen iiber den 
intermediiren Kohlenhydratstoffwechsel bei Avitaminose. 


I. Mitteilung. 
Glykogenbildung und -Umsatz bei der Avitaminose. 


Von 
P. Rubino und J. A. Collazo (Montevideo). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 11. Juni 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Eines der hervorstechendsten Symptome der Stérung des Kohle- 
hydratstoffwechsels bei der Avitaminose ist die enorme Verminderung 
des Glykogengehaltes des Kérpers. In erster Linie zeigt sich die Leber 
dabei beteiligt, deren Glykogen bis auf geringfiigige Spuren gewohnlich 
verschwunden ist [Funk und Schénborn'), Ogata), Collazo*®), Abder- 
halden*)}. Der Muskel enthalt dabei in der Regel etwas mehr Glykogen 
als die Leber. 

Alle diese Beobachtungen wurden derart gewonnen, daB man 
Tiere langere Zeit avitaminés ernahrte und dann tétete. Die avita- 
minése Nahrung bestand gewéhnlich bei Tauben aus Reis, bei Meer- 
schweinchen aus Hafer und beim Hunde aus Pferdefleisch, Reis und 
Schweineschmalz neben den Salzgemischgaben. 

Bei den avitaminésen Reistauben findet man im Gesamtkérpe: 
ohne die Leber und die Federn etwa 0,3% Glykogen. Der Gehalt 
der Muskulatur mu8 dann natiirlich etwas héher sein, da ja die Muskeln 
die Hauptglykogentriger, abgesehen von der Leber, sind. Man wird 
wohl den Glykogengehalt des avitaminésen Reistaubenmuskels danach 
auf etwa 0,5°% Glykogen veranschlagen diirfen. Alle Glykogenwerte 
bei der Avitaminose sind auBerdem geringer als die entsprechenden 
Werte bei Hungertieren. Auffallend bei diesen Beobachtungen ist. 
daB bei den Reistauben das Leberglykogen in so sehr viel stirkerem 
MaBe schwindet als das Muskelglykogen. Das Muskelglykogen ist 
bei der Reistaube im Vergleich zur Norm natiirlich auch stark reduziert. 
etwa anf die Hialfte gesunken. Aber dennoch scheint der Muskel bei 


1) Funk und Schénborn, Journ. of Phys. 48, 328, 1914. 

*) Ogata und Mitarbeiter, Japan. med. Wochenschr. 1922 (japanisch) 
3) Collazo, diese Zeitschr. 186, 1923. : 

4) Abderhalden, Pfliigers Arch. 197, 1922. 
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der avitaminésen Reistaube sein Glykogen immerhin etwas zaher 
festzuhalten, als es die Leber vermag. 

Diese Beobachtung schien darauf hinzudeuten, daB bei der Reis- 
taube die Glykogenbildung aus den Kohlehydraten des Reises nicht 
unméglich ist, daB sie entweder nur herabgesetzt ist, oder daB das 
gebildete Glykogen nicht als solches festgehalten werden kann, oder 
daB& beide Stérungen vorliegen, Wenn bei der Avitaminose gebildetes 
Glykogen nicht festgehalten werden kann, dann miiBbte sich das so 
nachweisen lassen, daB man avitaminése Reistauben ad hoc mit einer 
gréBeren Menge von Traubenzucker fiittert und dann stiindlich den 
Glykogengehalt der Leber und der Muskeln untersucht. Man miiBte 
dann in den ersten Stunden eine starke Glykogenvermehrung und 
in den folgenden wieder eine sehr rapide Abnahme des Glykogens 
beobachten. 

Diese Vermutung ist in der Tat richtig, wie unsere Versuche an 
Tauben beweisen. Nach der Fiitterung von 5g Traubenzucker, in 10cem 
Wasser gelést und in den Kropf eingegossen, fanden wir nach der zweiten 
Stunde eine enorme Anreicherung der Leber und der Muskulatur mit 
Glykogen, die bereits am Ende der vierten Stunde von 9 auf 4,8% 
bei der Leber und von 1 auf 0,3°% bei dem Muskel gesunken waren. 

Daraus ergibt sich, daf nach der Fiitterung mit Glykose Leber und 
Muskel bei der Reistaube sehr rasch Glykogen in groBem Umfange bilden, 
daB aber dieses Glykogen auch fast ebenso rasch wieder verschwindet. 

Bei normalen Tauben findet unter diesen Umstiinden ebenfalls 
eine gesteigerte Glykogenbildung in Leber und Muskel statt; aber einen 
so rapiden Glykogenschwund haben wir nicht beobachtet. 

Alles das zeigt jedenfalls, daB die bisherige Vorstellung, bei der 
Avitaminose sei die glykogenbildende Funktion der Zelle herabgesetzt, 
nicht richtig ist. Die Glykogenbildung kann nach wie vor in durchaus 
normalem Umijange, ja in iiberstiirzter Weise vollzogen werden, wie unsere 
neuen Versuche zeigen. Gestort ist zunichst nur bei der Avitaminose die 
Glykogenspeicherung, oder es sind Wirkungen vorhanden, die das gebildete 
Glykogen in verstirktem Mae umsetzen. Charakteristisch fiir die Avita- 
minose ist jedenfalls der rapide Glykogenzerfall in unmittelbarem Anschluf 
an die Glykogenbildung, was dann natiirlich zu der bekannten Glykogen- 
armut des avitaminésen Kérpers fiihren muf. 

Da nun eine solche Glykosezufuhr bei Reistauben, wie sie bei 
unseren vorliegenden Versuchen vorgenommen wurde, obendrein nach 
einigen Stunden zu toxischen Allgemeinerscheinungen, ja zum Tode 
der Tiere fiihren kann, wird wahrscheinlich auch der Glykogenabbau 
bei der Avitaminose iiber abnorme toxische, intermediire Stoffwechsel- 
produkte verlaufen, wie das der eine von uns (Collazo) friiher allgemein 
fir den Zuckerstoffwechsel angenommen hat. 

li* 
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Diese rapide Glykogenzerstérung nach der anfinglichen Glykogen 
bildung geht dann so weit, dag der Glykogengehalt der Leber bei dey 
Avitaminose zu Zeiten, in denen nicht unmittelbar vorher eine verstéy/:1; 
Kohlehydratfiitterung stattgefunden hat, bis auf Spuren absinkt, und dap 
auch der Glykogengehalt des Muskels, wenn auch nicht in gleich intensiver 
Weise, subnormale Werte erreicht. 

Bei der gewéhnlichen Reisfiitterung oder auch bei einer forcierten 
Starkefiitterung (vgl. unsere folgenden Versuche der Gruppe 2) wird 
immer nur wenig Zucker der Leber und dem Muskel zugefiihrt. Das 
wenige Glykogen, das sich daraus bilden kann, wird auch wieder sojfor! 
umgesett. Dann kann es natiirlich niemals zu einer voriibergehenden 
starken Anreicherung von Glykogen kommen im Gegensatz zu den 
Versuchen mit forcierter Zuckerfiitterung. 

Die Erscheinung, daB der Muskel sein Glykogen etwas besser 
speichert bei der Avitaminose, als es die Leber mit ihrem Glykogen 
tut, kann ebensowohl ihre Ursache in einem verschiedenen Verhalten 
der Zellen beider Organe, wie auch in verschiedenen chemischen Eigen. 
schaften des Leber- und Muskelglykogens oder endlich in beiden Faktoren 
haben. 

Nachdem wir so gezeigt hatten, daB die avitaminése Reistaube 
auf eine einmalige verstiirkte Glykosezufuhr mit verstarkter Glykogen- 
bildung antwortet, legten wir uns die Frage vor, ob die Reistaube sich 
bei der einmaligen verstirkten Zufuhr anderer Kohlehydrate in gleicher 
Weise verhalt. Wir haben hier nicht die Stundenversuche gemacht, 
um die Kurve des Glykogenwechsels in Leber und Muskel zu ermitteln, 
sondern wir haben jedesmal eine avitaminése Reistaube mit 10 g eines 
Kohlehydrates per os gefiittert, dann das Tier etwa 4 Stunden spiter 
getétet und den Glykogengehalt der Leber und der Muskeln untersucht. 

Nach unseren obigen Versuchen fallt bei den avitaminésen Tieren 
in die zweite Stunde bereits der absteigende Schenkel der Kurve des 
Glykogenwechsels, bei den Normaltieren aber der aufsteigende Schenkel. 
Wenn bei unseren ersten Versuchen 5g Glykose, und bei den jetzigen 
Versuchen allemal die doppelte Menge Kohlehydrate (10g) gegeben 
wurden, so konnte das wohl nur so wirken, daB der Abfall der Kurve 
bei den avitaminésen Tieren hinausgeschoben wiirde; der Anstieg der 
Kurve bei den Normaltieren mu8 unter diesen Umstanden aber auch 
hinausgeschoben worden sein. Da wir bei unserer zweiten Gruppe 
von Versuchen ebenfalls Normaltiere mit avitaminésen Tieren unter 
denselben Bedingungen verglichen, so zeigen unsere Versuche jedenfalls, 
ob bei forcierter einmaliger Fiitterung mit verschiedenen Kohlehydraten 
sich das avitaminése Tier ebenso oder anders verhilt wie das Normalticr 
hinsichtlich seines Leber- und Muskelglykogengehaltes zur -selben Zeit 
(3 bis 4 Stunden) nach der Fiitterung. 
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Wir fanden, daB nach der Gabe von Glykose, Livulose, Galaktose, 
Saccharose, Maltose, Lactose und Kartoffelstirke die avitamindése 
Reistaube Glykogen bildet, und daB der Glykogengehalt der Leber 
und Muskulatur bei den Reistauben 4 Stunden nach der forcierten 
Fiitterung ungefahr derselbe war wie bei den normalen Kontrolltauben. 

‘Funk und Schénborn haben vitaminfreie Tauben mit Zucker- und 
StirkeiiberschuB ernahrt. Sie fanden beim Zucker in der Leber eine reich- 
liche Glykogenbildung vor, die mit unseren Versuzhen iibereinstimmt. 
Bei lange andavernder Starkefiitterung fand sich kein Glykogen vor. Wir 
fanden, daB nach einmaliger Stadrkegabe und alsbaldiger Tétung der Tiere 
die Leber glykogenreich war. Es kommt also offenbar auf den Zeitpunkt 
der Untersuchung nach der forcierten einmaligen Kohlehydratzufuhr an. 

Und dennoch besteht ein Unterschied in dem Verhalten der beiden 
Tiergruppen: die normalen Tauben konnten simtlich 4 Stunden nach 
der Fiitterung bei bester Gesundheit getitet werden; die avitaminésen 
Tiere aber waren entweder schwer erkrankt, zeigten die bekannten 
nervésen Symptome des Opistotonus, der Zwangsbewegungen usw., 
die plétzlich zum Ausbruch gelangt waren, oder befanden sich in Agonie 
oder waren gar im Verlaufe der dritten oder vierten Stunde nach der 
Fiitterung schon spontan gestorben. 

Das Ergebnis aller unserer Versuche ist folgendes: 

1. Die Glykogenbildung ist bei avitaminésen Tieren (Tauben, 
Meerschweinchen und Hunden) nicht herabgesetzt, sondern vollzieht sich 
eher in beschleunigter Weise. 

2. Glykogen wird bei avitaminésen Tieren aus den verschiedensten 
Kohlehydraten der Nahrung gebildet. 

3. Die Glykogenspeicherung ist bei der avitaminésen Reistaube 
intensiv gestért; die Leber verliert rascher und in gréferem Umfange bei 
ihr das Glykogen als der Muskel. 

4. Beim Abbau des Glykogens bzw. Zuckers entstehen vielleicht bei 
der avitamindsen Reistaube toxische Produkte. 

5. Wenn man diese Beobachtungen (1 bis 4) mit den Beobachtungen 
iiber den Reduktionswert des Blutes bei avitaminésen Reistauben 
unter entsprechenden Versuchsbedingungen vergleicht, so findet man, 
daB nach der Gabe von 10 g Kohlehydrat per os 2 Stunden nach der Fiitterung 
der Reduktionswert des Blutes bereits das Maximum iiberschritten hat 
und auf den Vorversuchswert gesunken ist. Zu dieser Zeit hat aber die 
Glykogenanreicherung von Leber und Muskel gerade thr Maximum er- 
reicht. Der Glykogenabfall in Leber und Muskel geht also nicht konform 
mit dem Abjall des Blutreduktionswertes, sondern erfolgt zeitlich viel 
spdter. Es muB also auch der aus dem Glykogen sich bildende Zucker 
sofort in rapider Weise weiter verdndert werden, da kein erneuter Anstieg 
des Blutreduktionswertes stattfindet. Hier verhalt sich die avitamindése 
Taube wie die normale Taube. Der Unterschied ist im Blutreduktions- 














262 P. Rubino u. J. A. Collazo: 


wert nur der, da er generell, d. h. auch ohne besondere Zuckerzufuhir, 
im spateren Stadium der Avitaminose erhéht ist im Vergleich zur 
Norm. Das Krampfstadium aber fallt nun mit dem Abbau des Glykogens 
in Leber und Muskel zusammen. Also miissen hier auch toxische Produit 
gebildet werden, und in dieser intermedidren Periode liegt die Haupt. 
stérung. Da in dieser Periode des Glykogenabbaues sich der Blut- 
reduktionswert nicht andert, kommt es jedenfalls im Blute nicht zy 
einer Anreicherung reduzierender Substanzen; ob das im Gewebe der 
Fall ist, ist nicht zu entscheiden. 

Bei einer Betrachtung der Versuchstabellen sind nun noch zwei 
Dinge auffallend. Aus den Tabellen der Stundenversuche I bis V 
geht hervor, daB nach der Glykosefiitterung die Glykogenanreicherung 
der Leber in der Norm und im avitaminésen Zustande von gewissen 
individuellen Faktoren abhangig ist. AuBerdem ist bemerkenswert, 
da bei den Versuchen an Tauben, die sich in der vierten Woche der 


Avitaminose befanden, eine nennenswerte Glykogenstapelung in der 


Leber nicht gefunden wurde; nur der Muskel war sichtlich glykogen- 
reicher geworden. Man kénnte nun denken, da8 schlieBlich auch in 
den Endstadien der Avitaminose das Glykogenbildungsvermégen 
nachlieBe. Wahrscheinlicher aber erscheint uns die Annahme, daB der 
Glykogenabbau in erster Linie in dieser Zeit eine rapide Beschleunigung 
erfahren hat, und da das vor allem fiir das aus Glykose gebildete 
Glykogen gilt. Denn aus den Versuchen der Tabelle X tiber den 
Glykogengehalt der Leber von Reistauben in der vierten Woche der 
avitaminésen Fiitterung ergibt sich, daB aus der Saccharose und der 
Starke im Gegensatz zu der Lactose und noch mehr im Gegensatz 
zu der Dextrose und Lavulose sehr bedeutende Glykogenmengen 
gebildet und gespeichert werden kénnen. Auf Differenzen in der 
Resorption aus dem Darme kann das nicht beruhen, weil eine immerhin 
mégliche langsamere Resorption von Saccharose und Starke im Gegen- 
satz zu den anderen Kohlehydraten ja auch eine langsamere Glykogen- 
bildung machen miiBte. Wenn dann der Glykogenabbau bei allen 
Glykogenen von verschiedener Provenienz gleichmaBig vonstatten ginge, 
dann miiBte gerade die Leber nach der Saccharose- und Stiirke- 
fiitterung besonders glykogenarm sein. Da das Gegenteil der Fall ist, 
mu man daran denken, daB das aus Dextrose und Lavulose gebildete 
Glykogen rascher zerstért wird, als das aus Lactose und besonders 
aus Saccharose und Stirke hervorgegangene Glykogen, oder daB die 
Speicherungsfaihigkeit der Leber fiir diese letzten Glykogenarten bei 
der Avitaminose eine bessere ist. Das wiirde dann aber dazu fiihren, 
tiberhaupt verschiedene Glykogenarten anzunehmen, eine Frage, dic 
zum mindesten diskutiert.zu werden verdient. Der diabetische Kérper 
bildet ja auch aus Livulose im Gegensatz zur Dextrose besser Glykogen 
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und speichert es auf. So kénnte allerdings auch im avitaminésen 
Koérper vorziiglich die Glykogenbildung aus Dextrose entstehen. 

Zu allen unseren Versuchen ist jedenfalls so viel zu sagen, dab 
dann, wenn Glykogen nachweisbar ist, es auch gebildet und gespeichert 
sein muB, daB aber, wenn kein Glykogen nachweisbar ist, es wohl 
gebildet gewesen sein kann, aber wieder ebenso rasch zerstért zu sein 
vermag. Exakt beweisen li8t sich das natiirlich nicht Aber aus den 
Stundenversuchen geht hervor, dab bei der Avitaminose gebildetes 
Glykogen wieder auffallend rasch zerstoért wird. Und das spricht doch 
mehr fiir eine gesteigerte Zerstérung und mangelhafte Speicherungs- 
fihigkeit als fiir eine Bildungshemmung, ohne die letztere natirlich 
ganz ausschlieBen zu kénnen. 
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Abb. 1. Die Glykogenkurve ist gewonnen durch Zusammenstellung der 

Ergebnisse bei verschied-nen Tauben, die alle zu verschiedenen Zeiten 

(Intervall von je 1 Stunde) getétet worden sind. Die Blutreduktions- 

kurve ist an zehn Taubden gewonnen. Alle Tiere befanden sich im 
Stadium der ausgesprochenen Avitaminose. 





Stundenversuche. 
(Die Kontrolltiere wurden ohne voraufgehende Zuckergabe getétet. Die 
Tiere der Nr. 2 bis 5 erhielten 5 g Glykose und wurden dann um die ver- 
zeichnete Stundenzahl nach der Zuckergabe getétet. Das Glykogen wurde 
nach der Pfliigerschen Methode unter Verwendung der Zuckerbestimmungs- 
methode nach Bertrand analysiert.) 


Tabelle I. Normale Tauben. 








“Leber ~~. Miwalel 


bo og SS Cewicht | 
gabe | Gewicht! Glykogen: | des ana» | otal. | 
per os | er | gehalt der Glykogen lysierten | Glykogen | Glykogen 
Leber "Leber Teiles Mu 50 


8 % 


a 
| Kontrolle . | | 8 0,272 8,40 | 0,82 
| Nach 2 Std. | 8 0475 | 598 | 0.84 
I | 8 0,570 | 7,12 0,62 
8 0,550 | 685 0,86 


|| Zeit der Tétung 
nach der 
Zuckergabe 


= _ 
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Tabelle II. Avitaminése Tauben (3 Wochen). 
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I Leber H Muskel 
es Glykose. | — 
Zeit der Tétung "Totals 1 Gewicht 
Nr.|/| nach der gabe woe a Glykogen || des i ne Po cel Glykogen 
Zuckergabe Per 08 || Leber Ce = } yplereen ty on 50g 
i ‘ “Muskel 
= = — e. TE fe. Be. lo 8 : 
1 | Kontrolle 0 | 5 | 0,010 | 020 50 | 0125 | 025 
2'\Nach1Std.| 5 | 5 0012 | 024) 50 | 0295 | 045 
84 iy 5 | 5 0,500 | 1000 50 | 0545 | 1.09 
4 Bre Wee 5 ! 4,5 0,165 8.60 | 60 0,360 0,72 
5| , 4, | & | 6 | O280 | 410] co | 0150 | O80 
Tabelle III. Normale Tauben. 









































| i Leber \ Muskel 
| Zeit der Tétung | sere ar “Totals || Gewicht Totals | 
Nr.| _ nach der per os || , der pa ye Glykogen || ; hres wh rege Glykogen 
Zuckergabe Leber Leber Feiles | von Og 
| Muskel 
| cs 8 a %o eS SR a 
1 | Kontrolle 0 10 | 0,100 | 1,00 50 | 0,150 | 080 
2 || Nach 2 Std 5 9 0,100 111 50 0,150 0,30 
Sho 45 5 7 | 0,350 | 5,00 50 | 0,140 | 028 
HS eS 5 9 0,512 5,69 | 50 0,360 | 0,72 


Tabelle IV. Avitaminése Tauben (2 Wochen). 
































| Leber ote Muskel 
oe " Glykoses | > Seta 
|| Zeit der Tétung oy Total- | || Gewicht 
gabe icht) Giyk || des anas | _Total- 
Nr.|| nach der i a noes | Glyk Glyk Glykoge 
Zuckergabe eetgs | Laker 4s neg — veto a cin = 
Muskel 
“= Se ae 8 ee ee ee Mo 
1|Kontrolle .| 0 | 5 | 0,004 | 008 | 50 | 0,045 | 0,09 
2 || Nach 1 Std. 5 5 0,020 041 | 50 0,060 0,12 
3 ely ae as 5 | 66 0,171 2,85 50 0,145 0,29 
4 go Rag 6 } 4 0,183 3,60 50 0,150 0,30 
te Aae We 5 | 5& | 0060 | 120 | 50 | 0,050 | 010 





Tabelle V. Avitaminédse Tauben (4 Wochen). 



































i | Leber i Muskel 
a . Glykose: |) if 
Zeit der Tétung 5 Totale | '| Gewicht | 
é gabe | Gewicht Glykogen: | || des anae | _ Totals 
Nr. nach der | der halt der |Glykogen | | Glykogen | Glykoyen 

Zuckergabe | P*r °° | Leber "Tabee | | eos von 3 

es Re Meh & % 

1|Kontrole .| o | 6 | 000 | 002 | 50 | 0,045 | 0,09 

5 alg 1 Std. 5 | 5&6 | 0,030 0,60 50 0,100 0,20 
» 2» | & | & | OO10 | O80 | 50 | 0240 | O48 

‘I Coes ige 6 | & 0,030 0,60 50 0,025 0,05 
het ee 5 | 45 | 0,004 0,09 50 0,032 0,06 
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6 
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Tabelle VI. 
Versuche in der Zeit vom 25. bis 31. Tom § der avitaminésen Eeiereng. 








Taube Leber Muskel 


Gewicht oitotale | Gewicht Total. 
Verabreichte Menge Pa out ae | Glykogen aa arc Glyl kogen | Glykogen 


* Substanz per os ad Leber Teiles Musker | 
& Gee 8 10 
0,270 
0,102 
0,050 
0,075 
0,100 
= 0,050 
| 0,044 | | 0,290 
| 0,067 0,080 
Getétet 4 Stunden nach der Gabe der betreffenden ialineaiin 


0,150 
0,300 
| 0,190 | 
0,100 
0,105 
| 0,150 | 
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Fabelle VIl. 
Versuche in der Zeit vom 25. bis 31. Tage der avitaminésen Fiitterung. 





Muskel | 
4 =e Be es 
Gewicht! cnet, | p symaan Totals 
Verabreichte | Menge der | gehalt , | Glykogen lysierten Glykogen | Glykogen 
‘|| Substanz per os | Leber | “ Lebe Teiles , yon Og) 
} g | g | Of, Muskel 


i 
== oe a , 


Nr 


clin 


| 
' wo 
nm 


0,13 | 0,26 
0,15 | 0,30 


9 | Glykose . pean 
10 Lavulose ... 10 
ll |Galaktose. .| 10 
12 |Saccharose . 10 
13 Maltose. . .| 10 
14 |Lactose. ..| 10 | 

15 || Starke . . .| 10 | 0,010 0,20 0,40 
16 | Ol 10 0,075 0,09 

Getétet 4 Stunden nach der Gabe oer betreffenden Substanz. 
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0,105 | 
0,050 | 
0,050 
0,130 
0,050 


0,10 
0,08 
0,19 | 0,40 
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Tabelle VIII. 
Versuche in der Zeit der zweiten Woche der avitaminésen pibeomait. 











Taube Leber “Muskel 


| Toth | |! Gewicht | 





Gewicht! $f , | Totals | 
Verabreichte Menge vt | gebate der | Glykogen rae | iG 6 wena Glykogen 


Nr. | Leber Leb Teiles | 50 


|| Substanz per os otk 


eS ~ =< SS L ——2sy mo a . : ee ga <= 


17 | Dextrose 5 | 0,380 | 0,76 
8 |Lavulose . 5 0,110 ‘ | 0,174 | 0,34 
19 _Galaktose PGS } & | —_— | 
od ‘Saccharose . | 1 @ |; — | 0,270 | 0,54 
i 8 
6 





| Starke | 0,175 | 0,140 0,30 
2 él 0,102 0,063 


Getétet 6 Stunden nach der Gabe der betreffenden Poa 














P. Rubino u. J. A. Collazo: 


Tabelle IX. 





Versuche in der Zeit der zweiten Woche der avitaminésen Fiitterung, 








"Taube ae 



























































Tabelle X. 











Se aRs onettl |) Gewicht 
Verabreichte | Menge der pe ay a Glykogen Rauveee 
Substanz per os | Leber Leber Teiles 
8 8 g 
23 | Dextrose .. | 10 5 0,145 2,80 50 
24 |Lavulose .. 10 5 0,067 1,30 50 
25 | Saccharose .| 10 6 0,105 1,70 50 
26 | Maltose.. . 10 5 | 0,060 1,20 50 


-Muskel 


Total. 


Glykogen  Glykog 


Getétet 4 Stunden nach der Gabe der betreffenden Substanz. 


0,30 
0,42 
0,50 
0,26 


Versuche in der Zeit der vierten Woche der avitaminésen Fiitterung. 






































Substanz per os ¢r | Leber | Teiles 
8 
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Rt Se 





27 | Dextrose Tee 



























|| } 
| 6 | 0062 | 104] 50 
28 | ‘Lavulose |: 10 | 5 | 0058 | 116 | 50 
Saccharose . 10 | 4 0,416 1040 #50 
i b porenng .:| 10 | 6 | 0113 | 296 || 50 
31 ||Starke |: || 10 | 6 | 0637 | 1051 | 50 
St. 2. 10 | 6 | 0068 | 112] 50 





Getétet 6 Stunden nach der Gabe. 








Tabelle XI. 


Versuche an normalen Tauben. 


Taube nell” ait ‘Muskel 
Totale ‘8 cae ae Gewicht | _, 
Gewicht Glykogen: | | des ane» |. Lotals 


von 50g 
Muskel 
| 


0,175 
0,200 
0,305 | 


| 0,250 | 


0,308 
0,175 


Nr. Verabreichte | Menge Bi gehalt der | Glykogen | lysierten | Glykogen | Glykogen 


) 





0,35 
0,40 
0,61 
0,50 
0,61 
0,35 
































































































| 
: 
35 |Galaktose. .| 350, 9 | 0,290 | 3,20 
| 
| 





36 |Saccharose .| 300 | 9 0,170 | 1,90 ae 
37 | Lactose . ad 
38 ||Maltose | | || 390 | 8 0,215 | 2,70 ‘ 








| 
900 | 7 | 0235 | 330 | — 
I} 
39 |Starke ...| 360 | 7 0,102 | 140 _ 
Getétet 4 Stunden nach der Gabe. 




















shi indica Leber | a 
{- a sconce PONE AER 
Nr. Verabreichte Kérper: Gewicht cnet | | Gewicht | 
Substanz per os  gewicht fl | eehale der Glykogen | Sours | 
Lebe ber | || Teiles | 
| | | | 
io! 3 Peers 2 hee 
— = ay : 
33 | Dextrose .| 400 | 10 0,500 500  — 
34 | Lavulose | 390 10 0,620 6,20 a 


“Giykegen | Glykogen 


Muskel | | 





% 


Versuche in der Zeit der zweiten bis vierten Woche der avitaminésen Fiitterung. 
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Beobachtungen iiber die Mutarotation der Glucose 
in wisserig-alkoholischen Lésungen. 


Von 
Hans v. Euler und Elsa Erikson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm. ) 








‘ gens I 
(Eingegangen am 12. Juni 1923.) Reihe 
Mit 1 Abbildung im Text. Empf 

Man verdankt bekanntlich Bourquelot und seinen Mitarbeitern, por 
besonders Bridel, Hérissey und Aubry, die Kenntnis der Gleichgewichte specif 
zwischen Alkylglucosiden, Glucose und dem entsprechenden Alkohol. pie 
Die Untersuchungen, welche ausgezeichnete Beweise fiir die Rever- Reak 
sibilitat der Enzymwirkungen darstellen, beziehen sich sowohl auf wird, 
w- wie auf B-Glucose. Es hatte sich ergeben, da8 die Gleichgewichte 

a- Glucose B- Glucose 
a-Athylglucosid B-Athylghucosid : 
zahlenmafig verschieden sind, und ferner haben Bourquelot und Bridel') i 
einen interessanten Versuch angestellt iiber die Gleichgewichtslage in big 
einer wisserig-ithylalkoholischen Glucoselésung, welche gleichzeitig a 
w#- und $-Alkylglucosidase enthilt. 2s 

Zur weiteren Auswertung der genannten Gleichgewichtskonstanten 7 
und zur Behandlung der Mutarotationsisomerie (Mutamerie) wurden so 
hier einige Arbeiten begonnen, welche das Verhalten der Glucose in a 
wasserig-alkoholischen Lésungen in Abwesenheit von Enzymen be- Mecl 
handeln. Einen Anfang bildet die vorliegende kleine Mitteilung. 

In reinen wisserigen Glucoselésungen stellt sich bekanntlich ein 
Gleichgewicht zwischen a- und B-Glucose ein, welches zu einer spezi- 316, 
fisechen Enddrehung [a]p = 52,59 fihrt?). DaB diese Enddrehung My 
von der Natur des Lésungsmittels abhiangig ist, ergibt sich schon aus 
den bekannten Vorschriften zur Darstellung reiner «- und reiner B-Form. rota 
AuBerdem findet man ausdriickliche Hinweise darauf in einer be- beac 
merkenswerten Mitteilung von Irvine und Steele*), durch welche die res 

1) Bourquelot und Bridel, Journ. de Pharm. et de Chim. (7) 9, 104, wel 
230, 1913 und 10, 361 und 393, 1914. Die 

2) Tanret, Bull. Soc. Chim. 15, 195, 1896. ich 

8) Irvine und Steele, Journ. chem. Soc. 107, 1230, 1915. fliie 
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friher von £. Frankland Armstrong+) erwihnte Auffassung der Muta- 
rotation als intermediare Hydratation®) gestiitzt wird. Die kleine Er- 
héhung der spezifischen Drehung, welche in alkoholischen Glucose- 
jésungen bis 50% Alkohol nach EKintritt des Gleichgewichtes eintritt, 
kann zwar auf einer Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen der 
w- und B-Form beruhen, aber eine Berechnung der Gileichgewichts- 
verschiebung scheint uns teils wegen des Auftretens einer dritten 
Gleichgewichtsform, teils wegen anderer Einfliisse des Lésungsmittels 
auf die Drehung zu unsicher*). Wir haben deshalb fiir jede Alkohol- 
konzentration die Endwerte experimentell bestimmt und mit den so 
gefundenen Zahlen gerechnet. 

Der nichste Zweck unserer Untersuchung war folgender: Eine 
Reihe von Enzymen, ganz besonders Saccharase, zeigt eine auffallende 
Empfindlichkeit gegen Alkohol und wird besonders in Alkoholkonzen- 
trationen zwischen 30 und 70% sehr schnell inaktiviert. Wir haben 
uns gefragt, ob diese Inaktivierung auf einer Umlagerung der die 
spezifische Bindung des Substrats vermittelnden Gruppe beruhen kann, 
und ob man einen solchen EinfluB des Alkohols bei dem Typus von 
Reaktionen, welcher durch die Mutarotation der Glucose repriisentiert 
wird, wieder findet. 


Methodisches. 


Beziiglich der Ausfiihrung der kinetischen Bestimmungen kénnen 
wir auf eine diesbeziigliche Arbeit aus dem hiesigen Laboratorium 
von Euler und Hedelius*) verweisen. Wir haben uns an das daselbst 
festgestellte Maximum der Stabilitaét bzw. Minimum der Umwandlungs- 
geschwindigkeit, py = 3,0 bis 3,1, gehalten®). 

Nun besteht hinsichtlich der Azidititsmessungen in Lésungen, 
welche 30 und mehr Prozent Alkohol enthalten, einige Unsicherheit. 


1) E. F. Armstrong, Journ. chem. Soc. 88, 1305, 1903. Vgl. tiber den 
Mechanismus der Mutarotation auch Boeseken, Chem. Ber. 46, 2612, 1913. 

2) Ritber, Chem. Ber. 55, 3132, 1922. 

8) Siehe hierzu auch L. Zechineister, Zeitschr. f. physik. Chem. 103, 
316, 1923. Ferner Euler, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 39, 344, 1906. 

4) Euler und Hedelius, diese Zeitschr. 107, 150, 1920. S. auch Huler, 
Myrbaéck und Rudberg, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 8, Nr. 28, 1923. 

5) Die schon langere Zeit bekannte starke Abhiangigkeit der Muta- 
rotation von der Wasserstoffionenkonzentration ist durch Osaka sowie 
besonders durch Hudson und seine Schiiler studiert worden. Aus der seither 
mit meoderneren Methoden festgestellten Aziditaétskurve wird deutlich, 
daB sich reaktionskinetische Untersuchungen iiber Mutarotation, bei 
welchen p, nicht exakt festgestellt ist, theoretisch nicht verwerten lassen. 
Die Anderung der Mutarotationsgeschwindigkeit mit wechselndem py ist 
in einigem Abstand vom Minimum so erheblich, da8 sie oft andere Ein- 
fliisse vortauscht oder verdeckt. 
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insofern die nach der kolorimetrischen Methode ermittelten py-Werte 
























































nicht mehr mit den elektrometrisch gemessenen tibereinstimmen (siche if 
hierzu auch Michaelis, Wasserstoffionenkonzentration, 2. Aufl., 1. Teil). gestel 
Es war daher notwendig, fiir das von uns direkt studierte Gebict J jatte 
(um py = 3) kolorimetrische und elektrometrische Messungen durch ergeb 
besondere Versuche vergleichbar zu machen. einflu 
] 
Pe EE a: aes oe gleich 
Umschlag orangesgelb Py des Umschlagpunktes Puffe 
— = — a ——_——— ‘Bee Sa unter 
WOME See oosegn 3 Vattne Gr nee || 4,4 friihe 
Sh pros. Alkobol .. 4. + v0 oe |. & we 
50 , = Ss ape egies dite Ly 5 | 32 Differenz 1,2 gabe 
n/10 H,PO,, 50proz. Alkohol . . . || 2, die J 
Gleiche Farbe wie 10cem n/10 | 
KH,PO, + 1,85cem n/10 H,PO, 3,16 Differenz 1,08 1. Ve 
Kongo. —= 
intestate reinnesieesanene Vol 
Umschlag rot-blau Py des Umschlagpunktes os: 
2ccm n/10 H,PO,+ 10cem n/10 | 
Os EN eis CE 3,03 
Gleiche Farbe wie 0,38ccm n/10 
H,P0O,, 25proz. Alkohol + 10 cem 
25 pros. Alkohok, . 98) 4246524 3,01 
10cem n/10 H,PO,, 50proz. Alkohol 
+ 2ccem n/10 H,PO, gibt sofort 
die gleiche Farbe, die nach einigen | 
Minuten von Violett in Blau tiber- ‘ 
geht, ohne Anderung von pg . . Differenz 1,08 ist, § 
Lackmus. geha 
— wart 
Umschlag blau-rot || Py des Umschlagpunktes Alke 
n/10 HyPO,, 50 prox. Alkohol . 202 one 
10cem n/10 KH, PO, + 1,9¢cem n/10 ZWwis 
7S Pe SR gee aig nin aM eae 3,06 Differenz 1,04 Alke 
n/10 H,PO,, 50proz. Alkohol. . . 2,14 Puff 
Gleiche Farbe wie 10cem_ n/10 | 3 
KH,PO, + 1,65cem n/10 H,PO, 3,20 Differenz 1,06 riick 
Der Einflu8 von 25proz. Alkohol erwies sich also durchgehends noch nahi 
als gering, der Einflu8 von 50proz. Alkohol betrug etwa 1 p,-Einheit. mit 
Gr 
Die «-Glucose haben wir uns nach den bewahrten Vorschriften bei 
von Hudson und Dale) bereitet; den Ausgangswert der Drehung beis 
haben wir dadurch festgestellt, daB wir in kurzen Zeitriumen nach inve 
der Auflésung der «-Glucose zahlreiche Ablesungen machten und auf nacl 


die Zeit 0 graphisch extrapolierten. 


1) Hudson und Dale, Journ. Amer. Chem. Soc. 89, 320, 1917. 
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Ergebnisse. 

Bei der Aziditaét py = 3,03 haben wir zwei Versuchsreihen an- 
gestellt, die eine mit Phosphat, die andere mit Citrat als Puffer. Es 
hatte sich namlich schon bei den Versuchen von Euler und Hedelius 
ergeben, daB die pqg-Kurve stark vom anwesenden Neutralsalz be- 
einfluBt wird?). 

Bei beiden Versuchsreihen war die Konzentration der Glucose 
gleich, es wurden namlich 2g reinste Glucose in 20 ccm Wasser oder 
Pufferlésung gelést. Da der monomolekulare Verlauf der Reaktion 
unter den von uns gewahlten Umstinden schon durch zahlreiche 
friihere Versuche festgestellt ist, kann von einer ausfiihrlichen Wieder- 
gabe der Einzelbeobachtungen abgesehen werden, und wir geben nur 
die Mittelwerte der Reaktionskonstanten an. 


1. Versuchsreihe: Phosphatpuffer. 2. Versuchsreihe: Citratpuffer. 








Vol.-Proz. Alkohoi 


. 104 Vol.sProz. Alkohol k. 104 


0 154 0 91 
30 142 15 72 
50 116 25 59 

35 52 
50 40 


Besprechung. 


Wie aus den Zahlen und: der beigefiigten Abbildung ersichtlich 
ist, sinkt die Geschwindigkeit der Mutarotation mit steigendem Alkohol- 
gehalt der Lésung, und zwar in Gegen- 
wart von Citratpuffer bis 50 Vol.-Proz. 
Alkohol ganz stetig. Auffallend er- 
scheint die verschiedene Beziehung 
zwischen Reaktionsgeschwindigkeit und 
Alkoholgehalt je nach der Art des 
Puffers; wir kommen hierauf bald zu- 
riick. Jedenfalls entspricht die Ab- 
nahme der Reaktionsgeschwindigkeit 
mit steigendem Alkoholgehalt der 
GréBenordnung nach den Befunden 
bei anderen Reaktionen. So sinkt 
beispielsweise bei der Rohrzucker- 
inversion durch verdiinnte Salzsiure, 
nach Messungen von Kablukow und 


40 





<a 
Ss 


8 





Reaktionskonstarte kk.10* 
3 eS 


S - 








10 20 JO 0 
Vol. Prozent Alkoho/ 
Abb. 1. 


1) Dies scheint auch durch die zahlreichen Arbeiten von Murchhauser 
(diese Zeitschr. 125, 158, 1921; 126, 40, 1922) bestatigt zu werden. 
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Zacconi'), Cohen®) u. a., die Inversionskonstante zwischen 0 und 50° 
Alkohol um 20 bis 50%, wie etwa hier die Mutarotationsgeschwindig |eit 
in Gegenwart von Phosphatpuffer, waihrend die Abnahme in Gegen. 
wart von Citratpuffer tiber 100% betragt. 

Der EinfluB des Alkohols auf die Stabilitat der Saccharase ist sehr 
viel gréBer, und wir schlieBen also aus unseren Ergebnissen, daB der 
Inaktivierung der Saccharase eine Reaktion anderer Art als die sterisch »_ 
Umlagerung bei der Mutarotation zugrunde liegt. Eine Analogie beziiglich Ul 
der Konzentrationsfunktion des Alkohols l48t sich nur bei den Eiweij.— 40 
kérpern feststellen. Die Verhaltnisse entsprechen den fiir die Hitze. 
inaktivierung gefundenen. Es besteht zwischen der Temperatur. 
abhangigkeit der Inaktivierungskonstanten kg der Saccharase und der 
Temperaturabhingigkeit der Mutarotationskonstanten keine Ahnlich. 
keit, wahrend die Hitzedenaturierung der EiweiBkérper mit der Hitze.f(Aus | 
inaktivierung der Enzyme Analogien aufweist. 

Gehen wir davon aus, daB der kolloide Bestandteil der Saccharave 
— sofern es iiberhaupt berechtigt ist, einen besonderen kolloiden 
und einen besonderen aktiven Enzymbestandteil anzunehmen — 
ein proteinihnlicher Kérper ist*), so scheint fiir die Auffassung des 
Anteils der einzelnen Enzymbestandteile an der Aktivitat des Enzym: 
folgendes bemerkenswert: Der Dispersitiitsgrad des kolloiden Be. 
standteils steht nicht in direkter Beziehung zu der Aktivitait des Enzyms 
(Adsorptionsversuch von Meyerhof); dagegen kénnen Vorgiinge, 
welche vermutlich in chemischen Anderungen des kolloiden Bestandteils 
bestehen, die Aktivitét des Enzyms wesentlich beeinflussen; man 
kénnte daraus den SchluB ziehen, daB die Affinitaét der substratbinden- 
den Gruppe des Enzyms in das kolloide Molekiil eingeht oder 
wenigstens vom chemischen Zustande des kolloiden Bestandteils beso 
nicht unabhangig ist. tee 


Zinks 

1) Kablukow und Zacconi, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 25, 499,1892. 8 komn 

*) Cohen, Zeitschr. f. physik. Chem. 28, 145, 1899. Die dort angegebenen § und € 
Zahlen gelten fiir eine mit dem Alkoholgehalt variierende Aziditat. besch 
’) Euler und Josephson, Chem. Ber. 56, 1099, 1923. der I 
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Uber fluoreszierende Oxydationsprodukte des Bilirubins 
und deren Bedeutung als Fehlerquelle bei dem iiblichen 
Urobilinnachweis. 


Von 


H. K. Barrenscheen und 0. Weltmann. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut und der III. medizinischen 
Klinik in Wien.) 
(Eingegangen am 12. Juni 1923.) 


Wiahrend die chemische Seite des Urobilinproblems durch die 
grundlegenden Arbeiten Hans Fischers und seiner Mitarbeiter (1) eine 
weitgehende Klarung gefunden hat, ist die Frage des einwandfreien 
Nachweises fiir die Klinik heute noch offen. Die Verhiltnisse liegen 
hier darum so kompliziert, weil beide dem klinischen Nachweis dienenden 
Reaktionen, die Hhrlichsche Aldehydreaktion und die Fluoreszenz- 
probe mit Zinksalzen nicht eindeutig sind, sondern Gruppenreaktionen 
darstellen. 


Die rote Adelhydreaktion wurde bereits von Neubauer (2) als Pyrrol- 
reaktion erkannt, in ihrem chemischen Ablauf von Hans Fischer klargestellt 
und im allgemeinen bei allen instabilen Pyrrolen positiv gefunden. Neubauer 
beschrieb auch bereits die positive. Aldehydreaktion des Indols, Skatols 
und Tryptophans. Auf der anderen Seite ist auch die Fluoreszenz mit 
Zinksalzen durchaus nicht fiir das Urobilin allein charakteristisch, sondern 
kommt einer ganzen Reihe der verschiedensten Abkémmlinge des Blut- 
und Gallenfarbstoffes zu. Vom Bilirubin, mit dem wir uns hier ausschlieBlich 
beschaftigen wollen, erwahnt bereits Jaf/é (3) 1869, also unmittelbar nach 
der Entdeckung des Urobilins, ein fluoreszierendes Oxydationsprodukt. 
Eingehender hat Stokvis (4) dann auf diese Tatsache hingewiesen. In 
seiner Arbeit .,Die Identitat des Choletelins und Urobilins‘ konnte er 
zeigen, daB durch Oxydation von Bilirubin mit Jodtinktur oder Bleisuper- 
oxyd in Alkohol bei Gegenwart von Chlorzink ein Produkt entsteht, das 
in seinen wesentlichen Eigenschaften: Fluoreszenz, spektrale Absorption, 
Farbe, mit dem Jafféschen Urobilin iibereinstimmt. Seine daraus gezogene 
SchluBfolgerung, daB dieses von ihm dem Malyschen Choletelin gleich- 
gestellte Oxydationsprodukt mit dem Ja/féschen Urobilin identisch sei, 
erfuhr eine scharie Zuriickweisung durch Maly (5), der chne die Stokvis 
schen Angaben nachzupriifen, die Unméglichkeit der Identitat eines Oxy- 
dations- mit einem Reduktionsprodukt betonte. In der Folgezeit tauchte 
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dieser fluoreszierende Doppelgiinger des Urobilins noch ab und zu in de; 
Literatur auf, namentlich bei der viel diskutierten Frage der Einheitlichkeit 
des Urobilins und der Trennung in normale und pathologische Uvobiline, 
Es wiirde zu weit fiihren, hier die einzelnen, oft widerspruchsvollen Arbeiten 
anzufiihren und sei beziiglich dieser historischen Daten auf die ausfiihr. 
liche Darstellung von Meyer-Betz (6) in seinem zusammenfassenden Referat 
verwiesen. 

In der neueren Literatur finden diese Verhaltnisse immer weniger 
Beriicksichtigung. Wohl erwahnt Hildebrandt (7) die Analogie im spektralen 
Verhalten des Urobilins und Choletelins, glaubt aber, daB letzterem dic 
Zinkacetatfluoreszenz abgeht. Auch Huber (8) weist auf die Analogic 
der Spektren beider Kérper hin, schlie8t aber mit Riicksicht auf die angeblich 
fehlende Fluoreszenz jede Verwechslungsméglichkeit aus. Auf die Angaben 
Stokvis greifen Fromholdt und Nersesoff (9) zuriick, welche die Méglichkeit, 
da8 durch Jodzusatz zur Zinkacetatprobe im Serum auch fluoreszierende 
Oxydationsprodukte des Bilirubins entstehen kénnten, kurz erwihnen, 
ohne daraus weitere Folgerungen zu ziehen. SchlieBlich scheint die Er. 
innerung an eine mégliche Verwechslung von Urobilin und Oxydations. 
stufen des Bilirubins ginzlich ausgeléscht, nur in Handbiichern fiihrt 
das fluoreszierende Choletelin von Stokvis noch ein bescheidenes Dasein 
im Kleingedruckten und jede in K6rperfliissigkeiten nach Behandlung 
mit Zinksalzen und den verschiedensten Oxydationsmitteln auftretende 
Fluoreszenz wurde ohne Bedenken auf das Vorhandensein von Urobilin 
bezogen. Derartiger Methoden, die als Oxydationsmittel meist alkoholische 
Jodlésung verschiedener Konzentration oder Lugolsche Lésung verwendeten, 
bedienten sich in neuerer Zeit Huber (1. c.), Lehndorff (10), Obermayer und 
Popper (11), Steensma (12), Marcussen und Svend Hansen (13), Adler (14). 
Da diese Modifikationen auch in Fallen, wo die urspriingliche Schlesinger. 
sche Probe negativ ausfiel, zu positiven Ergebnissen fiihrten, wurde daraus 
unbedenklich auf eine Verscharfung der Reaktion geschlossen. Auch 
Resultate, die mit alteren Angaben in direktem Widerspruch standen, 
konnten das Vertrauen zu der neuen Methode nicht erschiittern, sondern 
fihbrten zur Aufstellung neuer oder Auffrischung alter Theorien. 


Untersuchungen tiber den Nachweis des Urobilins im Serum 
brachten uns wieder auf dieses fluoreszierende Oxydationsprodukt des 
Bilirubins und lieBen uns seine Bedeutung als Quelle von Irrtiimern 
erkennen. Versetzten wir Serum von Fallen mit totalem Verschlul 
des Choledochus, bei denen Urobilin im Harn und Stuhl nur in mini- 
malsten Spuren nachweisbar war, mit der zweifachen Menge Zink- 
acetatlésung und fiigten wir zu dem gelbgefirbten Filtrat vorsichtig 
ganz verdiinnte alkoholische Jodlésung, so erhielten wir regelmibig 
intensive Griinfluoreszenz und anscheinend das typische Urobilin- 
spektrum. Die nahere Analyse des Oxydationsvorganges zeigte uns 
bald, daB der Griinfluoreszenz ein freilich nur kurz dauerndes Stadium 
einer prachtvollen Rotfluoreszenz vorangeht. Die Farbe des Serum- 
filtrats ist dabei voriibergehend griin, schligt aber bald in ein rétliches 
Gelb um, gleichzeitig wird die Rotfluoreszenz durch Griinfluoreszenz 
abgelést. Dieser Befund war gerade bei Fillen mit totalem Verschlu! 
der Gallenwege am deutlichsten ausgeprigt, wihrend Ikterusfille mit 
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betrachtlicher Urobilinurie viel schwicheren Ausfall, normale Sera 
nur spurenweise die Griinfluoreszenz zeigten. Gleichzeitige Bestim- 
mungen des Bilirubins im Serum nach Hymans van den Bergh deckte 
uns einen unverkennbaren Parallelismus zwischen der Hohe des Bili- 
rubingehaltes und der Starke dieser Griinfluoreszenz auf und wiesen 
uns auf die nahere Untersuchung reiner Bilirubinlésungen. 

Zu den Versuchen wurde reines Bilirubin in Alkohol durch die 
eben notwendige Menge von Ammoniak in Lésung gebracht — ein 
etwaiger Uberschu8 von NH, 1la8t sich durch yorsichtigen Zusatz 
von Essigsaure leicht abstumpfen. Versetzt man eine solche Bilirubin- 
losung mit der gleichen Menge gesittigter alkoholischer Zinkacetat- 
lésung und fiigt vorsichtig verdiinnte Jodtinktur zu, so schlaigt die 
Farbe von Ro6tlichorange augenblicklich in Griin um. War die Jod- 
lésung nicht zu verdiinnt, so tritt gleichzeitig eine prachtvolle Rot- 
fluoreszenz auf, die lebhaft an eine Chlorophyllésung erinnert. Im 
Spektrum treten zwei Streifen auf — einer im Rot und der zweite 
schwachere im Gelb, beide durch einen schwachen, mit dem gewéhn- 
lichen Taschenspektroskop kaum sichtbaren Schatten verbunden. 
Es ist das typische, von Heynsius und Campbell (15) naher beschriebene 
Cholecyaninspektrum. Dieses Stadium der Oxydation liegt dem 
Auchéschen (16) Bilirubinnachweis zugrunde, dessen Exaktheit und 
Empfindlichkeit wir nach unseren Erfahrungen bestatigen kénnen. 
Bei weiterer vorsichtiger Oxydation geht die anfanglich griine Farbe 
in ein prachtiges Blau iiber, die Rotfluoreszenz bleibt unvermindert 
bestehen, die spektrale Absorption ist die gleiche. Sauert man jetzt 
die Lésung mit verdiinnter Schwefelsiure an, so schligt die Farbe 
in Violett um, die Fluoreszenz verschwindet, laBt sich jedoch, unter 
Umschlag der Farbe in Griinblau, durch Zusatz von Ammoniak bis 
zur deutlich alkalischen Reaktion wieder hervorrufen. Verwendet 
man Natronlauge als Alkali, so verschwindet die Fluoreszenz, die 
Lésung wird rein griinblau. Spektroskopisch zeigt die saure Lésung 
ein breites Absorptionsband vom Rot bis ins Grin, das Spektrum 
der ammoniakalischen und natronalkalischen Lésung zeigt die beiden 
typischen Streifen in Rot und Gelb. 

Genauere spektroskopische Messungen wurden von dem einen 
von uns (Barrenscheen) mit einem groBen Hilgerschen Spektroskop 
durchgefiihrt. Als Stammlésung wurde eine 0,05 proz. ammoniakalische 
Lésung von Bilirubin in Alkohol verwendet, die in 1 cm dicker Schicht 
untersucht wurde. Als Lichtquelle diente eine starke Metallfaden- 
lampe. Fir die neutrale Lésung wurden folgende Werte ermittelt: 
Fir den Streifen im Rot 4 660 bis 615 wu, die maximale Intensitit 
der Ausléschung beginnt bei 4 643; der Streifen im Gelb ist durch 
einen ununterbrochenen Schatten mit dem Streifen im Rot verbunden, 
18* 
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seine maximale Intensitat liegt bei 4 586,5, gegen das Griin zeigt cr 
unscharfe Abgrenzung bis 4 576 wu. Starkere Verdiinnung der Lésung 
bringt den Streifen im Gelb zum Verschwinden, der Streifen im Rot 
zeigt scharfe Begrenzung zwischen 4 650 und 633. Die schwefelsaure 
Lésung zeigt ein breites Band von 4 622 bis 574 und eine gleichmifige 
Verdunklung des blauen und violetten Endes des Spektrums. Die 
ammoniakalische bzw. natronalkalische Lésung zeigt den Streifen im 
Rot scharf begrenzt zwischen 4 650 bis 629 uy, der Streifen im Gelb 
ist verwaschen und laBt sich undeutlich abgrenzen. 

Fahrt man mit der Oxydation vorsichtig fort, so wird die blaue 
Lésung schmutziggriin. Neben der Rotfluoreszenz tritt eine starke 
Griinfluoreszenz auf, im Spektrum erscheint neben den beschriebenen 
Cholecyaninstreifen eine Absorption im Griin, deren Beginn bei 4 535 uu 
liegt. Es ist der dem Urobilinspektrum ahnliche Streifen des Choletelins. 
Weitere Oxydation fiihrt tiber Olivgriin, Braungriin zu einer rotlich- 
braunen, intensiv griin fluoreszierenden Lésung, die in ihrem Ver- 
halten von einer Urobilinlésung kaum zu unterscheiden ist. Die saure 
Lésung ist je nach der Verdiinnung braunrot bis rosarot, die alkalische 
Lésung braungelb bis gelb. Aus der sauren Lésung geht der Farbstoff 
in Chloroform mit braunroter bis rosenroter Farbe iiber und 1aBt sich 
dem Chloroform mit Alkali wieder entziehen. Mit Lhrlichschem Aldehyd- 
reagens gibt er Gelbfirbung, die Kupfersulfatprobe nach Hans 
Fischer (17) ist negativ. Die spektroskopische Untersuchung zeigt, 
da8 kein scharf begrenztes Band, vielmehr eine gleichmaBige Ab- 
sorption gegen das violette Ende des Spektrums vorliegt. Fiir dic 
ammoniakalische Lésung wurde der Beginn der Ausléschung bei A 529, 
fiir die schwefelsaure bei 4 525, in stirkerer Verdiinnung bei 4 512 uu 
ermittelt. Die in der Klinik allgemein gebrauchten Taschenspektro- 
skope lassen diese Verhiltnisse jedoch nicht klar erkennen, sondern 
taéuschen einen Streifen vor, der auch von erfahreneren Untersuchern 
mit dem Urobilinstreifen verwechselt werden kann. Die Fluoreszenz 
besteht auch bei ammoniakalischen Lésungen fort, verschwindet auf 
Zusatz von Natronlauge oder verdiinnter Schwefelsiure. Belichtet. 
zeigt die ammoniakalische Lésung rasches Verschwinden der Fluoreszenz, 
die Farbe wird hellgelb, das Spektrum zeigt keine Absorption mehr. 
Auch die neutrale Lésung zeigt beim Stehen im Dunklen Abnahme 
der Fluoreszenz, die nach einigen Tagen vollstiindig verschwindet. 
Belichtung beschleunigt diesen offenbar auf weitere Oxydation zuriick- 
zufiihrenden Vorgang. Bei zunehmender Verdiinnung mit Alkohol 
1a8t sich die Griinfluoreszenz nicht mehr nachweisen. Auch gréferer 
Wasserzusatz kann sie zum Verschwinden bringen. 

Die gleichen Erscheinungen wie an reinen Bilirubinlésungen lassen 
sich auch an gallenfarbstoffhaltigen Kérperfliissigkeiten beobachten. 
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Auf das abweichende Verhalten ikterischer Harne soll weiter unten 
eingegangen werden. Uber das Serwm haben wir bereits eingangs be- 
richtet. Was dort geschildert wurde, gilt in gleicher Weise fiir Exsudate 
und Transsudate. Besonders schén lassen sich die Erscheinungen am 
Duodenalsafte und an Fistelgalle beobachten. Schweinegalle mit Zink- 
acetat allein versetzt und dem direkten Sonnenlicht ausgesetzt, zeigt 
bereits nach wenigen Minuten intensive Griinfluoreszenz und spektro- 
skopisch neben dem Urobilinstreifen die beiden Cholecyaninstreifen, 
so daB wir annehmen miissen, daf die beobachtete Fluoreszenz nicht 
ausschlieBlich auf Urobilin zuriickzufiihren ist. Sicher urobilinfreie 
Fistelgalle zeigte diese Erscheinung wohl nicht, erst auf Jodzusatz 
wurde Rot- bzw. Griinfluoreszenz erhalten. Bei niedrigem Bilirubin- 
gehalt oder zu raschem Jodzusatz wird die Stufe der Rotfluoreszenz 
meist tibersprungen, und man gelangt sofort zu dem griinfluoreszierenden 
Oxydationsprodukt mit dem typischen ,,Urobilinstreifen“. Das ist 
speziell bei Anwendung der von Adler empfohlenen Technik der Fall. 
Wesentlich anders liegen die Verhiltnisse beim Harn. Hier konnten 
wir auf die geschilderte Weise bei urobilinfreien Ikterusharnen nur 
die Rotfluoreszenz mit dem Cholecyaninspektrum erreichen. Auch 
sehr reichlicher Jodzusatz fiihrt nicht zur Griinfluoreszenz.  Fiillt 
man jedoch in der iiblichen Weise den Gallenfarbstoff bei alkalischer 
Reaktion durch Calciumsalze, so erhailt man im alkoholischen Auszuge 
des Niederschlages auf Jodzusatz ohne weiteres simtliche geschilderten 
fluoreszierenden Oxydationsprodukte. Die speziell von franzésischen 
Autoren empfohlene Ausfillung des Gallenfarbstoffes durch das Denigés- 
sche Reagens kann auch zu Tauschungen fiihren, da hierbei schon 
weitere Oxydationsstufen entstehen, die Urobilin vortéuschen. Wo- 
durch dieses Verhalten des ikterischen Harns gegeniiber den anderen 
Kérperflissigkeiten bedingt ist, vermégen wir mit Bestimmtheit nicht 
zu sagen. Am wahrscheinlichsten scheint uns fiir diesen Unterschied 
neben anderen physikalisch-chemischen Bedingungen die Form der 
Lésung des Bilirubins maBgebend zu sein. 

Was aus diesen Untersuchungen praktisch hervorgeht, ist die 
Tatsache, da die allgemein iibliche Methode des Urobilinnachweises 
mit Zinkacetat und Jodzusatz bei allen Kérperfliissigkeiten mit Aus- 
nahme des Harns zu Tauschungen fiihren mu8B. Wir méchten auf 
diese Feststellung besonderes Gewicht legen, da in der neueren fran- 
zosischen und deutschen Literatur eine ganze Reihe von Arbeiten er- 
schienen ist, welche zu falschen SchluBfolgerungen gelangten, da sie 
diese prinzipielle Tatsache nicht beriicksichtigten. Wieweit die Ver- 
wirrung auf diesem Gebiete gedichen ist, illustrieren die Arbeiten 
von Auché (18), der dem Urobilin das Cholecyaninspektrum unter- 
schiebt, und die Monographie von Brulé (19), der das Urobilin gleicher- 
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weise durch Oxydation und Reduktion entstehen laBt. An diesen 
Autoren ist scheinbar die ganze, zur chemischen Klarung des Urobilins 
geleistete Arbeit spurlos voriibergegangen. Auch Adler scheint der 
fluoreszierende Doppelganger des Urobilins unbekannt zu sein, sonst 
kénnten wir uns nicht erklaren, wie er sich auf Grund seiner Befunde 
zu so weittragenden SchluBfolgerungen berechtigt fihlt. Wenn 
Adler (20) mit der von ihm beschriebenen Methode in Fistelgalle bei 
totalem Verschlu8 Urobilin nachgewiesen haben will, so miissen wir 
auf Grund unserer experimentellen Erfahrung einen derartigen Befund 
als Tauschung auffassen. Dadurch erscheint aber auch Adlers Schlu}- 
folgerung, soweit sie die alte Hayemsche Anschauung in neuer Form 
wiederbringt, ihres angeblich ,,experimentellen‘‘ Beweises beraubt 2 
sein. Wenn schlieBlich Adler (21) im Gegensatz zum chemischen einen 
klinischen Begriff des Urobilins formuliert, der alle Kérper mit Flu- 
oreszenzreaktion umfaft, so mu eine derartige Formulierung — 
mag sie auch bequem erscheinen — abgelehnt werden, weil sie unbedingt 
zu Verwirrung fiihren muB. Wir glauben durch unsere Ausfiihrungen 
gezeigt zu haben, mit welcher Vorsicht man an die Behandlung des 
Urobilinproblems herantreten muB. Ob die Aldehydreaktion oder dic 
Fluoreszenzprobe den Vorzug verdient, erscheint uns eine miibige 
Frage, da beide Reaktionen, wie eingangs erwaihnt, als Gruppen- 
reaktionen nicht eindeutig sind. Einige Sicherheit scheint uns in Uber- 
einstimmung mit Hans Fischer nur die gleichzeitige Anstellung beider 
Proben zu bieten. 
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Uber bakterielle Reduktion 
organisch gebundener Phosphorsiure. 


Von 
H. K. Barrenscheen und H. A. Beekh- Widmanstetter, 
Assistenten der Institute. 


(Aus dem medizinisch-chemischen und dem hygienischen Institut der 
Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 12. Juni 1923.) 


Die allgemein biologisch und auch vom gerichtschemischen Stand- 
punkte interessante Frage der bakteriellen Reduktion der Phosphor- 
siure ist nach dem heutigen Stande unseres Wissens noch als kontrovers 
zu betrachten. 


Spieckermann') im Lafarschen Handbuch, Kobert*) in seinem Lehrbuch 
der Intoxikationen, Kruse*) in seiner allgemeinen Mikrobiologie bezeichnen 
iibereinstimmend diese Frage noth als offen. BefaBt man sich mit den 
Originalarbeiten, so findet man eine Anzahl positiver Angaben in schroffem 
Gegensatz zu einer Reihe absolut negativer Ergebnisse. 

Die ersten Angaben iiber das Auftreten von fliichtigen Phosphor- 
verbindungen bei Faulnisvorgingen riihren von Selmi*) her, welcher bei 
langsamer Faulnis von Eiwei8 und Eidottern das Auftreten einer fliichtigen, 
nicht mit Phosphorwasserstoff identischen Verbindung nachwies, die in 
Silberlésung aufgefangen, einen braunen Niederschlag lieferte. In breit 
angelegten, mit groBen Mengen angestellten Versuchen von Gautier und 
Ftard’), die sich mit der Analyse der bei der Faulnis entstehenden Gase 
befaBten, wurde regelmaBig das Auftreten von Spuren von Phosphor- 
wasserstoff bei Faulnis von Rindfleisch und von Fischfleisch vermerkt, 
und zwar fanden sich diese Spuren, sobald die anfianglich einsetzende Zer- 
setzung von stinkender Faulnis abgelést wurde. Angaben iiber die Technik 
des Nachweises fehlen allerdings in dieser Arbeit. Uber positive Ergebnisse 
berichtigt auch Barbieri*), der Gehirnbrei mit Hefe bei 38 bis 45° giren lie 
und schon in den ersten Stunden betrichtliche Mengen von Phosphor- 


1) Spieckermann, Lafar 3, 108. 
2) Kobert, Intoxikationen, 2. Aufl., 2, 1906. 
3) Kruse, Allgemeine Mikrobiologie, 1910. 
*) Selmi, Acad. de Bologna, Serie 3, 8. 

5) Gautier und Ftard, C. r. 94, 1357, 1882. 
6) Barbieri, C. r. 181, 347, 1900. 
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wasserstoff gefunden haben will. Von deutschen Autoren hat Marpmay 
zuerst das Auftreten fliichtiger Phosphorverbindungen beim Faulen yoy 
Kase und bei Ziichtung von verschiedenen Bakterien, unter andere; 
Tuberkelbazillen und Choleravibrionen, auf phosphorséurehaltigen N hr. 
béden unter anaeroben Bedingungen beschrieben. Die weitgehendey 
SchluBfolgerungen, die er auf Grund dieser Befunde entwickelte, haben 
wohl dazu beigetragen, daB seine Angaben auch dort, wo Beobachtiny 
und Technik einwandfrei sind, nicht beachtet wurden. Auch Stich?) konnte 
bei der Faulnis von Organbrei bei 37° und sodaalkalischer Reaktion in den 
Faulnisgasen das Auftreten fliichtiger Phosphorverbindungen nachweisen, 
wahrend ihm bei Beimpfung von verschiedenen Eiwei$kérpern mit Bacteriun, 
coli und faulendem Pankreassaft dieser Nachweis nicht gliickte. Wovon 
diese Reduktion der organisch gebundenen Phosphorsiure im einzelnen 
Falle abhing, konnte Stich nicht angeben. Uber analoge Befunde wi 
Stich berichtet auch Kreps*) nach Versuchen an stark faulendem Gehirn, 
Bei der nicht unerheblichen Bedeutung, welche diese Frage speziell fiir 
forensische Zwecke besitzt — das allgemein angewendete Verfahren von 
Blondlot-Dusart ware durch solehe Befunde, wenn sie haufiger erhoben 
werden, in seiner Brauchbarkeit betrichtlich eingeschrankt ’ —, fehlte es 
nicht an Nachpriifungen dieser Ergebnisse. Und die Zahl der Autoren, 
welche ausschlieBlich negative Resultate veréffentlichten, ist nicht gering. 
Schon 1862 berichteten Fresenius und Neubauer *) iiber Versuche mit faulen. 
den Darmstiicken und faulendem Blut, die mit Magnesium-Ammonium. 
phosphat versetzt waren. Es gelang ihnen nicht, bei 60 bis 70° mit Kohlen- 
sdure ein Silberphosphid bildendes Gas auszutreiben. Gegen die Selmi. 
schen Angaben wendete sich speziell Hollefreund®), der mit Pferdehirn, 
das 4 Wochen ,,an der Luft gelegen, und mit Eigelb, das bei einer 15° 
nicht tibersteigenden Temperatur ,,an der Luft gestanden“ hatte, negative 
Ergebnisse erhielt. Klett®), der die Frage der Reduktion durch Bakterien 
untersuchte und auf mit Natriumphosphit versetzten Nahrbéden ziichtete, 
kam gleichfalls zu negativen Resultaten. Ein Leuchten der Kultur, das, 
wie er erwartete, von dem aus der reduzierten phosphorigen Saure her. 
riihrenden Phosphor stammen sollte, wurde von ihm nie _ beobachtet. 
Hallasz’) untersuchte die Brauchbarkeit der Blondlot-Dusartschen Probe 
und konnte sie an tierischen Organen, die am kiihlen Orte der Faulnis 
iiberlassen wurden, niemals positiv finden. Selbst in Fallen, in denen 
Phosphor zugesetzt war, fiel sie manchmal negativ aus. Auch Fischer*). 
der seine Substrate, meist Kartoffeln, nur wenige Tage faulen lieB, in einem 
Versuch nach Beimpfung mit Bacterium coli, erhielt nie fliichtige Phosphor. 
verbindungen. Seine kurzdauernden Versuche sind kaum als Faulnis- 
versuche zu werten. Yokote*), der sich ausfiihrlich mit der Frage beschaftigte, 
hat von vornherein alle Versuche, bei denen neben der Schwiarzung von 


1) Marpmann, Zentralbl. f. Bakter. 1, 22, 582, 1897. 
2) Stich, ref. Chem. Zentralbl. 1901, 1. 

3) Kreps, zit. nach Fischer, 1. ce. 

‘) Fresenius und Neubauer, Zeitschr. f. analyt. Chem. 1, 343, 1862. 
5) Hollefreund, Diss. Erlangen 1890. 

6) Klett, Zeitschr. f. Hyg. 32, 155, 1900. 

’) Hallasz, Zeitschr. f. anorg. Chem. 26, 438, 1901. 

8) Fischer, Pfliigers Arch. 97, 601, 1903. 

®) Yokote, Arch. f. Hyg. 50, 118, 1904. 
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Silberpapier auch Bleipapier geschwarzt wurde, verworfen. Eine Anzahl 
anscheinend positiver Befunde fanden nach ihm ihre Erklirung durch 
Ubergang von Phosphor aus dem Gummimaterial in das vorgelegte Brom- 
wasser oder durch Bildung von Kieselsiure-Ammonmolybdat. Unter 
anaeroben Bedingungen wurde von ihm nur ein Versuch durchgefiihrt, der 
negativ war. Aus neuerer Zeit berichtet schlieBlich Lemkes') anlaBlich 
einer Uberpriifung des Blondlot-Dusartschen Verfahrens iiber negative 
Ergebnisse von Versuchen, die mit menschlichem Gehirn in verschiedenen 
Zersetzungsstadien angestellt wurden. 

Diese Widerspriiche und die daraus hervorgegangenen Bedenken 
gegen das Verfahren von Blondlot-Dusart veranlaBten Ehrenfeld und Kulka*) 
zu einer Modifikation desselben, durch welche nur die gebildete phosphorige 
bzw. unterphosphorige Siéiure nachgewiesen werden sollte. Im Laufe dieser 
Untersuchungen angestellte Faulversuche mit Kaninchenorganen, die nach 
Durchtrankung mit Natriumphosphat oberflaichlich vergraben und mehrere 
Monate in der kalten Jahreszeit der Faulnis tiberlassen wurden, hatten, 
nach Mitscherlich und Ehrenfeld-Kulka untersucht, ein negatives Ergebnis. 
Dagegen konnte Kulka*) in den aus dem Faulraum einer Kliranlage auf- 
steigenden Gasen einwandfrei fliichtige Phosphorverbindungen nachweisen. 
In etwa 6 Litern der Gase wurde Phosphor entsprechend 2,1 mg Magnesium- 
pyrophosphat gefunden. Anaerob durchgefiihrte Versuche, in welechen 
Bacillus putrificus in Reinkultur bei 37° auf Gehirn und Eigelb geziichtet 
wurde, ergaben in den Fiiulnisgasen einwandfrei fliichtige Phosphorver- 
bindungen. 

Uberblickt man diese Angaben der Literatur, so findet man in 
den positiven und negativen zahlreiche Widerspriiche. Teils ist die 
Fragestellung eine vollkommen verfehlte; fast durchweg 1aBt sich aber, 
abgesehen von Bedenken gegen die Methode des Nachweises, der 
Einwand erheben, da8 die Bedingungen der Fiulnis in den einzelnen 
sich widersprechenden Arbeiten ganz verschieden gewesen sind, so 
daB daraus ein Fiir und Wider nicht abzuleiten ist. 

Den unmittelbaren AnlaB® fiir uns, das Thema wieder aufzugreifen, 
gab eine gerichtschemische Untersuchung, die der eine von uns ge- 
meinsam mit H. Jansch am medizinisch-chemischen Institut durch- 
fiihrte. Es handelte sich um einen plétzlichen Todesfall, bei dem der 
Verdacht eines Giftmordes nicht ausgeschlossen war. Weder aus der 
Krankheitsgeschichte noch aus dem Obduktionsprotokoll konnte der 
geringste Anhaltspunkt fiir eine Phosphorvergiftung gewonnen werden. 
Die Untersuchung nach Mitscherlich verlief denn auch negativ. Die 
Probe nach Blondlot-Dusart gab jedoch eindeutig positives Ergebnis. 
Der Fall klairte sich im weiteren Verlauf der Untersuchung als eine 
Arsenvergiftung mit ungewodhnlich groBen Mengen des Giftes auf. 
Der positive Ausfall der Blondlot-Dusartschen Priifung legte den Ge- 


1) Lemkes, ref. Chem. Zentralbl. 1917, 1, 604. Uber die Technik der 
Faulversuche ist aus dem Referat nichts zu ersehen. 
2) Ehrenfeld und Kulka, Hoppe-Seyler 59, 53; 68, 315. 
8) Kulka, Zentralbl. f. Bakter., Abt. 1, 61, 336, 1912. 
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danken nahe, daB es sich hier um bakterielle Reduktion organisch § Gleichz 

gebundener Phosphorsiure handeln kénnte. Tatsiichlich waren die [J matisch 

i Leichenteile wahrend der gr6Bten Sommerhitze infolge falscher Adressic- Zu 
i rung durch fast 2 Wochen auf dem Postamt liegen geblieben und be. JRwurde | 
fanden sich bei der Ubernahme in hochgradiger Faulnis, speziell das J vorhan 
in einem Glase mit eingeriebenem Glasstopfen, das tiberdies mit Per. fRzwei St 

gament tiberbunden war, eingesendete Leichenblut war in hochgradiger [J bestim: 

Zersetzung, beim Offnen des Glases entwich unter Druck ein stark nach Proteu: 

Schwefelwasserstoff riechendes Gas. Den Nachweis, daB in dem vor. typiseh 

liegenden Falle der Ausfall der Blondlot-Dusartschen Probe tatsachlich [§ dai er 

durch bakterielle Reduktion bedingt sein konnte, lieferten uns Ver. [J als bei 

suche, die wir mit Rinderblut anstellten. Beding 

Frisches, aus dem Schlachthause bezogenes Rinderblut, das aller. J Venae 

dings nicht keimfrei war, wurde in Portionen von 150 ccm in sterile Thr Er 

Kolben von 200 ccm abgefillt und jeder Kolben mit je fiinf Tropfen Jj stellen 

des Leichenblutes beimpft. Zwei der Kolben wurden mit Paraffin aur Re 

(hoch) iiberschichtet und je ein itiberschichtetes und nicht iiberschichtetes den ol 

Kolbenpaar im Brutschrank bei 37 und 22° gehalten. Daneben wurden deren 

noch Kontrollen von nicht beimpftem Rinderblut unter den gleichen nomm 

Bedingungen aufgestellt. In den anaerob gehaltenen beimpften Kolben Kamm 

trat bald eine intensive Gasentwicklung auf, doch wurde von einer durch 

Untersuchung der Gase Abstand genommen. Nach 38 Tagen wurden merk 

zunachst 50 ccm des bei 37° anaerob gehaltenen Blutes nach Blondlot- runge! 

Dusart direkt verarbeitet. Das zur Wasserstoffentwicklung verwendete unsere 





Zink und die Schwefelsiure waren gepriift und einwandfrei. Die Appa- 
ratur war im Dunkelzimmer aufgestellt. In der Silbernitratvorlage 
bildete sich bald ein reichlicher schwarzbrauner Niederschlag, dessen 
weitere Verarbeitung nach zweiwéchiger Entwicklung in typischer 
Weise erfolgte. Etwa entwickelter Schwefelwasserstoff wurde durch 
Vorschalten eines Réhrchens mit festem Kali und Natronkalk ab- 
gefangen. Es zeigte sich deutliche Smaragdgriinfirbung des Kegels 
der Wasserstoffflamme, die durch Andriicken eines Porzellanplattchens 
noch schéner in Erscheinung trat. Das entweichende Gas zeigte den 
typischen Lauchgeruch des Phosphorwasserstoffs. Ebenso wie die bei 
37° gehaltene anaerobe Probe zeigte auch die bei 22° gehaltene anaerobe 
einen positiven, allerdings schwicheren Ausfall. Die aerob gehaltenen 
Proben und die Kontrollen hatten, auf gleiche Weise verarbeitet, ein 
volistandig negatives Ergebnis. 

Damit war einwandfrei nachgewiesen, daB Bakterien unter anaeroben 
Bedingungen bei entsprechender Temperatur organisch gebundene Phos- 
phorsture so weit reduzieren kinnen, daB eine positive Blondlot-Dusartsche 
Reaktion erhalten wird. Die vielfach angefochtenen positiven Angaben 
der alteren Literatur finden durch unsere Befunde eine Bestiatigung. 
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Gleichzeitig war aber auch der Weg gewiesen, die ganze Frage syste- 
matisch durchzuarbeiten. 

Zur weiteren Aufklarung der Bedingungen dieser Reduktion 
wurde zunichst an die Reinkultur der im verwendeten Fiaulnisgemisch 
vorhandenen Bakterien geschritten. Durch aerobe Ziichtung wurden 
zwei Stémme isoliert, von denen der eine Stamm L als Proteus Zenckeri 
bestimmt wurde, der zweite Stamm M, der Gelatine verfliissigt, zur 
Proteusgruppe zuzuzihlen ist, obwohl er in einigen Punkten von dem 
typischen Bacterium vulgare abweicht. Keimzaihlungen ergaben, 
da8 er unter aeroben Bedingungen im Blute nur dreimal dichter wuchs 
als bei SauerstoffabschluB. Mit beiden Stéimmen wurden unter gleichen 
Bedingungen wie oben Versuche an unter sterilen Kautelen durch 
Venae punctio gewonnenem Menschen- und Hundeblut durchgefihrt. 
Ihr Ergebnis war vollstindig negativ. Wir kénnen also vorlaufig fest- 
stellen, daB die von uns untersuchten fakultativen Anaerobier allein 
zur Reduktion der Phosphorsaiure nicht befaihigt sind. Versuche mit 
den obligaten Anaerobiern aus unseren Kulturen, sowie mit anderen, 
deren Reduktionsvermégen sonst bekannt ist, wurden in Angriff ge- 
nommen. Auch der Frage des symbiotischen Zusammenwirkens, das 
Kémmerer!) bei der Reduktion des Hamatins zu Himatoporphyrin 
durch Darmbakterien feststellen konnte, soll entsprechendes Augen- 
merk zugewendet werden. Mit Riicksicht auf die praktischen Folge- 
rungen sehen wir uns jedoch veranlaBt, das vorliegende Ergebnis 
unserer Arbeit schon jetzt zu veréffentlichen. 


1) Kaémmerer, 35. KongreB f. inn. Med. Wien 1923. 





a eta I ANE IP EaN ya oC 








Bestimmung yon Aminosiuren 
mittels konduktometrischer Titration. 
Von 
Erik M. P. Widmark und Erik L. Larsson. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lund.) 
(Eingegangen am 13. Juni 1923.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 
In letzterer Zeit wurde von mehreren Seiten die praktische Ver- 


wendbarkeit der konduktometrischen Titration in der MaBanalyse 
hervorgehoben. In der Azidi- und Alkalimetrie wurde diese Methode 


am eingehendsten von Kolthoff!) studiert. Dieser betont die Bedeutung 


derselben besonders in solchen Fillen, wo gute Resultate mit Indi- 
katoren nicht erreichbar sind. 

In der Biochemie hat diese Titrationsmethode bisher sehr wenig 
Verwendung gefunden. Es schien uns sehr wahrscheinlich, daB sie 
hier besonders brauchbar sein kénnte. Gerade in Anbetracht dessen, 
daB man in der Biochemie Indikatoren wegen der Farbe der Lisungen. 
Anwesenheit von schwachen Siuren, amphoteren Verbindungen und 
ahnlichem oft nicht verwenden kann. Wir haben deshalb die Verwend- 
barkeit der konduktometrischen Titration innerhalb einiger verschie- 
denen Gebiete der Biochemie zu studieren begonnen. 

Zweck der vorliegenden Untersuchung ist, zu priifen, ob man 
auf diese Weise Aminosiuren bestimmen kann. Wie sich aus folgendem 
ergibt, ist dies auch gelungen. Man kann durch Titration mit Alkali 
und unter Verwendung der Leitfihigkeit als Indikator diese Sauren 
bequem und mit zufriedenstellender Genauigkeit quantitativ be- 
stimmen. 

Mit der Methode kann man auch eine Proteolyse auf die gleiche 
Weise verfolgen, wie z. B. mit einer Formoltitration. 

Eine Besprechung der Theorie der Methode diirfte sich ihrer hin- 
reichenden Durcharbeitung halber eriibrigen. Wir begniigen uns des- 
halb damit, den Leser auf die oben genannte Arbeit von Kolthoff zu 
verweisen. 


) Kolthoff, Zeitschr. f. anorgan. u. allgem. Chem. 111, 112, 1920. 
und anderen Stellen. 
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Es sind jedoch schon friiher einige bemerkenswerte Versuche an- 
gestellt worden, durch Messung der Veranderung der Leitfahigkeit beim 
Zusatz von Lauge oder Siaure eine Vorstellung vom Molekulargewicht 
amphoterer Verbindungen zu erhalten. 

Im Jahre 1895 maB J. Sjdéquist'!) auf besonders sorgfialtige Weise und 
unter entsprechender Riicksichtnahme auf stérende Fehlerquellen die Ver- 
inderung, die eine Lésung von Ovalbumin hinsichtlich ihrer Leitfahigkeit 
erleidet, wenn ihr verschiedene Mengen Saure zugesetzt werden. Er faBte 
die Veranderung der Leitfaihigkeit als eine Neutralisationserscheinung auf. 
Das Protein verhalt sich also Sauren gegeniiber wie eine schwache Base. 
Unter Beriicksichtigung der vorhandenen Hydrolyse berechnete er das 
Molekulargewicht des Ovalbumins zu 800 oder 820. 

Spater hat W. Newmann*) mit einer ahnlichen Untersuchungsmethode, 
auf Grund Stegfrieds Studien, den basischen und sauren Charakter in 
reiner Form dargestellter Peptone ermittelt. Er kommt zu der Auffassung, 
da Pepsinfibrinpepton und Glutinpepton wahrscheinlich dreibasische 
Siuren und zweisiurige Basen, waihrend die beiden entsprechenden Anti- 
peptone zweibasische Sauren und einséurige Basen sind. Das Resultat 
muB vielleicht als etwas unsicher betrachtet werden, besonders deshalb 
weil der Beweis fiir die chemische Individualitat dieser Peptone noch 
nicht als sicher erbracht angesehen werden kann. Weit wichtiger fiir die 
in vorliegendem Aufsatze behandelte Frage sind die von Newmann durch- 
gefiihrten Bestimmungen der Molekulargewichte des Asparagins und 
Glykokolls. Wahrend die totalen Natrium- bzw. Chlorkonzentrationen 
konstant gehalten wurden, veriinderte Newmann die Menge der Amino- 
siure. Er konnte dann aus der Kurve, die aus den Messungen der Leit- 
fahigkeit der verschiedenen Lésungen erhalten wurde, die Molekulargewichte 
der Siuren berechnen. Hierbei zeigte es sich, daB die Versuche mit Lauge 
sicherere Resultate als die mit Saure ergaben, da bei den letzteren die 
Hydrolyse die Deutung unsicher machte. 


Trotzdem diese nun besprochenen Versuche ihrem theoretischen 
Inhalte nach mit dem, was wir eine konduktometrische Titration 
nennen, iibereinstimmen, wurde durch sie doch nicht die praktisch 
verwendbare Methode zur Bestimmung genannter Verbindungen 
erreicht. 

Methodik. 

Die Leitfahigkeit der Lésungen wurde auf die gewohnliche Weise 
in der Wheatstoneschen Briicke mit Wechselstrom und Telephon be- 
stimmt. Hierbei wurde eine Tauchelektrode von ungefahr dem Aus- 
sehen verwendet, wie sie Abb. 329 in Ostwald-Lither, Physik.-chemische 
Messungen, 3. Aufl., 8.469 zeigt. Die Kapazitit der Elektrode war 
etwa 0,28. Da es sich hier nur um die relative Verinderung der Leit- 
fihigkeit wahrend des Versuches handelte, war eine genaue Kenntnis 
der Kapazitit der Elektrode iiberfliissig. Desgleichen wurde nicht 
fiir eine allen Versuchen gemeinsame Temperatur gesorgt, sondern das 
die zu titrierende Lésung enthaltende Becherglas wurde ganz einfach 


1) Sjéquist, Skand. Arch. f. Physiol. 5, 177, 1895. 
*) Neumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 216, 1905. 
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in ein kleines Wasserbad von Zimmertemperatur eingesenkt. [ic 
Temperatur der Lésung hielt sich wihrend des Verlaufes der Titration 
geniigend konstant. Der Vergleichswiderstand betrug bei den meisten 
Versuchen 200 Ohm und konnte gewoéhnlich wahrend der ganzen 
Titration beibehalten werden. Die abgelesenen Werte wurden auf 


die relative Leitfihigkeit umgerechnet. 


a 
1000 — a 

Das Volumen der Lésungen betrug gewohnlich 50 bis 60 ccm, 
ihre Konzentrationen waren 0,01 bis 0,03 molar. Damit sich das Vo. 
lumen der Lésung wahrend der Titration nur wenig verandere, wurde 
beim Titrieren eine etwa normale, kohlensiurefreie Natronlauge ver. 
wendet. Diese wurde in die Versuchslésung in Portionen von 0,1 bis 
0,2ccm aus einer in 0,02 cem geteilten Pipette eingetropft. Nach 
jedem Zusatz wurde die Lésung mit der Elektrode sorgfaltig un. 
gerihrt und ihre Leitfaihigkeit bestimmt. 


Die so erhaltenen Werte von wurden auf Millimeter. 


a 
1000 — a 
papier in einem Koordinatensystem mit der relativen Leitfahigkeit 
als Ordinate und der zugesetzten Laugenmenge als Abszisse eingetragen. 

Fiir einbasische Aminosiuren erhalt man, wie aus den Abbildungen 
ersichtlich, zwei sich schneidende gerade Linien. Der Schnittpunkt. 
der mit einer Genauigkeit von ungefihr 4% mm (0,01 cem) abgelesen 
wurde, gibt die zur Neutralisation der Siure notwendige Menge Lauge 
an. Zweibasische Saéuren ergeben zwei Schnittpunkte, die die Nev- 
tralisation der beiden sauren Gruppen vorstellen. 

In den Fallen, wo die durch Punkte bestimmten Linien in der Niihe 
des Schnittpunktes von der Geraden abweichen, wurden die geraden 
Teile der Linien verlangert und deren Schnittpunkt als der wirkliche 
Neutralisationspunkt betrachtet. Dies ist jedoch selten notwendig. 

Bei unserer Priifung der Methode auf die Verwendbarkeit der- 
selben zur Titration verschiedener Aminosaduren, haben wir von diesen 
alle uns erreichbaren, biologisch vorkommenden untersucht. Mehrere 
standen uns nur in so geringen Mengen zur Verfiigung, da eine sorg- 
filtigere Reinigung derselben nicht in Frage hat kommen kénnen. 
Die mit diesen erhaltenen Resultate dirfen daher nicht als ein Kriterium 
der Genauigkeit der Methode betrachtet werden, da uns der Reinheits- 
grad der Praparate nicht geniigend bekannt war. Nur was das Glykokoll 
anbelangt, haben wir die Messungen mit einem umkristallisierten 
Praparat von Kahibawm ausgefiihrt. Dieser Versuch findet sich samt 
Belegen fiir die Reinheit des Priiparates auf S. 287. 

Von Monoaminosiuren haben wir folgende gepriift: 

Glykokoll (Kahlbaum), Alanin (Kahlbaum), Isoserin (Schuchard1), 
Aminonormalvaleriansiure (Schuchardt), Leucin (Kahlbaum), Norleucin 
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t. Die fy (Schuchardt), Tryptophan (Hoffmann-La Roche), Asparaginsiure, Aspa- 






































‘itration fq tagin (Kahlbaum), Glutaminsaure (Schuchardt), Tyrosin (Merck). 
te Von Hexonbasen ist uns nur Arginin (Hoffmann-La Roche) in 
meisten g1 
8 freier Form zuginglich gewesen. Lysin (Hoffmann-La Roche) und 
ganzen gang g A ent 
Jen auj  Histidin (Schuchardt) wurden als Chlorhydrate titriert. 
Von Peptiden haben wir bisher nur Leucylglycin (Kahlbaum) 
gepriift. 
60 cem. Tabelle I. 
das Vo. § Titration von 19,86 cem n/10 Glykokoll 
a wurde mit n NaOH (Abb. 1). 
ge ver. ch Sara 7 " a 
0,1 bis 1000 —a # 1000 —a 
nach ss | oo | 0,761 
ig um. 0,191 0,866 
0.248 0,965 
0311 1,079 
imeter. _ 0,369 1,252 
| 0,427 1,375 
pete | oo | ae | 13s ann at 
tragen. 0,595 2.145 } WO aS Se Ba 
dungen 0,650 2.401 Abb. 1. Glykokoll, 
tpunkt, 0,708 
gelesen Neutralisationspunkt berechnet: 1,99 Millimol; gefunden: 2,02 Millimol. 
Lauge Tabelle II. 
e Neu- Titration von 19,86 cem n/10 «-Alanin mit n NaOH. 
r Niihe NaOH is. ew 
1000 — a 
eraden a _. a 
rkliche ae 
o , 0,7 
vendig. ‘ 1/088 
it der- ; 1,506 
diesen Aquivalenzpunkt berechnet: 1,99 Millimol; gefunden: 2.05 Millimol. 
Eabvere 
vale Tabelle III. 
lth Titration von 0,1026 g Isoserin mit n NaOH. 
6nnen. se sea eet ae 
terium a NaOH a NaOH 
nheits- : eee Et ae citi 
‘kokoll | 0,0737 : 0,546 
sierten 0,148 0,618 
0,213 0,716 
yee 0,282 ; 0,882 
0,346 1,077 
0.412 1,277 
hardt) 0,476 ; 1,464 


Reescin Berechnet: 0,98 Millimol; gefunden: 0,97 Millimol. 
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Tabelle IV. 
Titration von 0,1396 g Amino-n-valeriansiure mit n NaOH. 





NaOH a NaOH a NaOH 


( cae pam 
tend a oes Gee 1000 — a 7 oe 


com | 
0.5 | 0,346 ; 0,787 
0,6 0,419 : | 0,877 
7 0,491 ; 1,005 ¢ | 

| 0,559 ; 1,193 ; 


0,636 1,401 
0,710 1.6 1,622 


| 
Berechnet: 1,19 Millimol; gefunden: 1,28 Millimol. 














Tabelle V. 
Titration von 19,86cem n/10 Leucin 
mit n NaOH (Abb. 2). 





NaOH a NaOH | _ @ 
1000 — a | 1000 —« 


__eom com 


04 0,306 2,4 2,030 
0,8 0,580 2.6 2,367 
12 0,835 2.8 2.731 
161 | 1,079 3,0 3,098 
2,2 1,688 


com n NaOH Berechnet: 1,99 Millimol; gefunden: 














10 20 7) 2,00 Millimol. 
Apb. 2. Leucin. 
Tabelle VI. 
Titration von 0,0786 g Norleucin mit n NaOH. 




















a NaOH 
1000 -—a 
0,324 
0,6 0,406 
0,7 0,528 
Berechnet: 0,60 Millimol; gefunden: 0,64 Millimol. 


Tabelle VII. 
Titration von 0,1097 g 1-Tryptophan mit 1,110n NaOH. 











NaOH | _@_ 
rte 1000 — a 
0,6 0,673 
0.7 0,993 
0,8 1,189 

0,327 0,9 | 1,453 
0.5 0,445 1.0 1700 


Berechnet: 0,58 Millimol; gefunden: 0,55 Millimol. 
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Tabelle VIII. Asparaginsiure (Kahlbaum, umkristallisiert). 
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NaOH 





Titration von 0, 1238 g mit 1,lln Nee (Abb. 3). 


a 
2 


0,145 
0,210 
| 0,286 
| 0,369 
| 0,496 





NaOH 
com 
12 
14 
1,6 
18 
2 0 
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,comn NaOH 








G5 


10 +15 


20 


Abb. 3. Asparaginsaure. 
Tabelle IX. nation von 0 ,2010 g Asparagin mit n NaOH (Abb. 4). 


as 





30 


0,615 
0,733 
0,882 
1,115 
1,373 





“NaOH 


ccm 


2,2 
2.4 
2.6 
2.8 
3,0 


Berechnet: 0,89 Millimol; gefunden: 1. 0,83 Millimol, 2. 0,88 Millimol. 
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1000 — a 


1,635 
1,887 
2,142 
2,389 
2,636 
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J0r 


25 





a 
1000-a 
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comn NaOH 
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Abb. 4. Asparagin. 
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“NaOH H , ree NaOH a eS NaOH premes 

ecm i 1000 — a + com 1000 —a e com 1000 — a 
| 
0,2 0,151 14 | 0973 24 2.957 
0,4 0,287 16 | 1,358 2.6 3,365 
0,6 0,423 18 | 1,764 3,0 4,128 
08 0,555 20 | 2175 
1,2 0, 812 2,2 2,571 
Berechnet: 1,52 Millimol; gefunden: 1,42 Millimol. 
Tabelle x. Titration von 0,1418 g Glutaminsiure mit 1,110n NaOH. 

NaOH | | ay ts | “NaOH | a | NaOH | ie 
ccm 1000 — a com 1000 — a ccm 1000 — a 
0,1 0,315 0,9 1,000 1,7 1,997 
0,2 0,387 1,0 1,119 1,8 2,235 
0,3 0,470 1,1 1,229 1,9 2,520 
0,4 0,549 12 1,348 2.0 2,767 
0,5 0,636 1,3 1,461 2,1 3,022 
0,6 0,717 14 1,582 2,2 3,288 
0,7 0,802 15 1,693 2,31 3,583 
0,8 0,890 16 1,824 














Berechnet: 0,96 Millimol; gefunden: 1. 0,83 Millimol, 2. 0,92 Millimol. 
Biochemische Zeitschrift Band 140. 
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E. M. P. Widmark u. E, L. Larsson: 


Tabelle XI. 
Titration von 0,0384 g Tyrosin mit 0,201 n NaOH (Abb. 5). 








NaOH a NaOH eS, SNES NaOH 
1000 —a 


1000 th _ ecm 


0,060 12 0,329 2,2 0,739 
0,109 14 0,395 2.4 0,858 
0,160 1,6 0,468 2,61 0,986 
0,211 18 0,547 2.8 1,113 
0,267 2,0 0,626 3,0 1,244 


Berechnet: 0,21 Millimol; gefunden: erster Knickpunkt entspricht 
0,22 Millimol, zweiter Knickpunkt entspricht 0,21 Millimol. 


100 


* f/ 


40} 
| 























com n NaOH : cam n NaOH 
20 30 g5 10 
Abb. 5. Tyrosin. Abb. 6. Arginin. 








Samtliche gepriiften Monoamino-monocarbonsiuren zeigen einen 
gut markierten Knick an der Stelle der vollstindigen Neutralisation 
der Carboxylgruppe. Die Hydrolyse wirkt nicht stérend. Uberhaupt 
weisen sich diese Verbindungen bei der Titration als schwache Sauren 
ohne amphoteren Charakter. Ihre Aminogruppen wirken auf das 
Titrationsresultat nicht stérend ein. Die Werte, die vor der Neutra- 
lisation der Saéure erhalten werden, liegen auf einer aufsteigenden 
geraden Linie; irgend ein Minimum der Leitfahigkeit wird nicht passiert. 

Wie bereits erwihnt, zeigen die beiden zweibasischen Sauren, 
Asparaginsiure und Glutaminsiure, abweichende Verhialtnisse, indem 
diese zwei Knickpunkte aufweisen, je einen fiir die Neutralisation cer 
beiden Carboxylgruppen. Der letztere ist jedoch deutlicher markiecr 
und gibt sicherere Werte als der erste, der gewohnlich etwas zu niedrig 
liegt. Asparagin verhalt sich typisch wie eine einbasische Saure. 

Bei der Titration von Tyrosin, welche der geringen Léslichkeit 
dieser Saiure halber mit 0,201 n Natronlauge vorgenommen wurde. 
werden auch zwei Knicke erhalten. Die Saure erweist sich also als 
zweibasisch ; der erste Knick wird bei der Neutralisation der Carboxy!- 
gruppe, der zweite bei der Neutralisation der Phenolgruppe erhalten. 





Besti 


Titra’ 


——_— 


NaO 
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Tabelle XII. 
Titration von 1, 0,0922 g und 2. 0,0722 g Arginin mit n NaOH (Abb. 6). 





a a 
NaOH | 1000 — a NaOH NaOH 1000 — a 
“ 4 


ooo , 5 aed 
cmcf 3 [ te ey Rae com 1 2 


0185 | 0356 | 05 1225 | 09 || 2018 2,186 
| 0422 «0462 | 06 | 1472 | 10 || 2240 | 2499 
| 0658 0,716 | 07 | 1716 | 12 || 2673 | — 
0,885 «620971 | OS | 1,949 








Tabelle XIII, Titration von 0,1080g Histidinchlorhydrat mit 1,110n NaOH. 





























oes NaOH a NaOH | a 
abet. ee ta ee eS 
0,498 0,64 0,576 1,20 1,072 
0,482 0,70 0.599 130 1.204 e 
0,489 0,74 0,616 1,40 1,335 4 i 
0,497 0,80 0,639 1,50 1,466 4 : 
0,502 0,84 0,656 1,60 1,607 a 
0,510 0,90 0,687 1,70 1,733 ee 
0,515 0,94 0,721 1,80 1,868 ae 
0,525 1,00 0.791 190 1,997 % 
0.536 1,04 0.848 2.00 2,129 & 
0,559 1,10 0,928 : e 

/ | Berechnet fiir Monochlorhydrat: 0,52 Millimol; gefunden aus letzter ‘a 

Knickung: 0,52 Millimol. x 

einen e 

sation 7 

haupt % 

duren 3 
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utra- 
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uren, 
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urde Abb. 7. Lysinchlorhydrat. 

0 als Arginin, die einzige Hexonbase, die uns in freier Form zur Ver- 


oxyl- fiigung stand, ist eine Base von solcher Starke, daB dieselbe durch 
ten. konduktive Titration mit Alkali nicht nachgewiesen werden kann. 
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Die Titrationskurve wird eine gerade Linie; wird iiberhaupt cine 
Kriimmung sichtbar, so geht diese in entgegengesetzter Richtung, so wie 
wir es bei der Titration von schwachen Siéuren zu sehen gewohnt sind. 

Lysin und Histidin wurden als bzw. Di- und Monochlorhydrat 
titriert. Mit Alkali ergibt hierbei Lysin drei Knickpunkte, von denen 
die beiden ersten (Abb. 7) der Freimachung der beiden Aminogruppen 
entsprechen, wihrend der letzte die Neutralisation der Carboxylgruppe 
anzeigt. Nur der erste Knick ist ganz deutlich, wahrend die anderen 
zwei zum grofen Teil durch die Hydrolyse verdeckt werden, so dat 
die Bestimmung der Lage derselben erschwert wird. Histidinchlorid 
gibt nur mit der Laugenlinie einen deutlichen Knick. Die Lage desselben 
kann gut bestimmt werden. 

Mit Ausnahme von Arginin geben also alle untersuchten Amino. 
siuren (Prolin und Oxyprolin finden sich nicht darunter) bei konduk- 
tiver Titration mit Alkali einen deutlichen Knick mit der Laugen. 
linie. Lysin ist hierbei am schwersten bestimmbar. 

Um die Genaugikeit zu de- 
Tabelle XIV. monstrieren, mit der die Be- 
Glykokoll. Alkalititration. stimmung dieser Aminosiuren, 
eee «falls sie in reiner wisseriger 
‘Potala | Gateaton Differenz Lésung vorliegen , geschehen 
__Mitimol _|_Milimel_|__Miieol __ kann, haben wir eine Serie 
0,84 | + 0,017 Titrationen mit reinem Glykokoll 
1,32 + 0,014 ausgefiihrt (Kahlbaums Priparat, 
1,37 | — 0,014 einmal umkristallisiert, exsik- 
191 | +0,002 : a 
266 | —0,023 katortrocken. Kjeldahl-Analyse: 
18,63%, N, ber. 18,66). 

Die Tabelle zeigt zufriedenstellende Ubereinstimmung zwischen 
den berechneten und beobachteten Werten. 

In den folgenden Tabellen wird schlieBlich tiber die Titration 
von Leucyl-glycin, sowie tiber Mischungen von Aminosiuren berichtet. 











a Tabelle XV. 


Titration von 0,1944 g Leucyl-glycin (Kahlbaum) 
mit n NaOH —- * 








a NaOH Poe ow 
1000 —a a aye ee ae 1000 — a 





0,075 1,2 | 0,493 
0, 142 1,4 0,716 
0, 208 16 | 0,940 
ccm n NaOH 0, 271 ‘18 1,165 
10 20 0, 342 2,0 | 1,386 


Abb. 8. Leucylglycin. | Berechnet: 1,03 Millimol; gefunden: 1,09 Millimol. 
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Bestimmung v. Aminosiuren mittels konduktometrischer Titration. 293 
Tabelle XVI. 


Titration von 0,0946 g Alanin und 0,0681 g Glykokoll 
mit 1,110 n Natronlauge. 














NaOH po aes moO fe. tpeom 1 owe 
com j 1000 seas com 1000 — a ccm 1000 — a 
hen — a = - ne 
0,1 0,104 0,7 0,648 18 1,654 
0,2 | 0,198 0.9 | 0,814 2,0 2,064 
0,3 0,290 10 0,900 2,2 2,569 
0,4 0,378 1,2 1,062 2,4 3,041 
0,5 0,475 1,4 1,230 2,6 3,527 
0,6 0,557 1,6 1,405 2.8 4,011 


Berechnet: 1,97 Millimol Alanin + Glykokoll; 
gefunden: 2,00 Millimo! Alanin + Glykokoil. 


Tabelle XVII. 


Titration von einem Gemisch von 0,0763 g Glykokoll und 0,0591 g Arginin 
mit 1,111 n Natronlauge. 












NaOit a ‘me oe 
0,2 0,278 12 1,625 
0,4 0,447 14 2,159 
0,6 0,633 1,6 2,691 
0.8 0,824 1,8 3,215 
1,0 1,115 2,0 3,731 






| 
Berechnet: 1,02 Millimol Glykokoll; gefunden: 1,04 Millimol Glykokoll. 





Tabelle XVIII. 


Titration von 0,0743 g Leucyl-glycin und 0,0541 g Glykokoll 
mit 1,110n Natronlauge. 











NaOH | NaOH | a NaOH ae 














a 

nom Oe es Sea L ae com 1000 — a 
0,1 | 0,112 0,8 0,766 15 2,288 
0,2 | 0,199 0,9 0,869 16 2,548 
0,3 | 0,202 1,0 1,004 1,7 2,826 
0,4 | 0,385 11 1,224 1.8 3,089 
0,5 | 0,480 12 1,475 1,9 3,348 
0,6 | 0,571 13 1,757 2,0 3,612 
0,7 | 0,668 14 2,039 








Berechnet: 1,12 Millimol Glykokoll + Leucyl-glycin; 
gefunden: 1,13 Millimol Glykokoll + Leucyl-glycin. 






Es zeigt sich also, daB das verwendete Dipeptid sehr gut kondukto- 
metrisch bestimmt werden kann. Es verhilt sich wie eine Monocarbon- 
siure. Leider haben wir nicht Gelegenheit gehabt, Peptide mit Di- 
aminosaéuren zu untersuchen. 

Bei der Titration von Aminosauremischungen erhalt man ein 
MaB fiir die Menge der in der Lésung sich befindenden sauren Gruppen 
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(Carboxyl- und Phenolgruppen). Eine Bestimmung des Verhiltnisses 
zwischen den vorhandenen verschiedenen Aminosiiuren gelingt dagege 
nicht. In den untersuchten Fallen wurde nur ein durch gerade Linien 
gebildeter Knick erhalten. Wichtig ist, daB gleich wie friither die dem 
Arginin entsprechende Carboxylmenge nicht in das Bestimmungs. 
resultat einbezogen wird (Tabelle XVII). 


Zusammenfassung. 

1. Die Verfasser untersuchen die Méglichkeit, Aminosauren durch 
konduktometrische Titration mittels Lauge zu bestimmen. 

2. Die Aminosiuren verhalten sich bei konduktometrischer Titration 
mit Lauge wie schwache Sauren ohne amphoteren Charakter. Deshallh 
kénnen sie auf diese Weise gewéhnlich mit geniigender Sicherheit 
titriert werden. 

3. Von allen untersuchten biologisch vorkommenden Aminosiuren 
entzieht sich nur Arginin der Ermittelung. 

4. Sowohl bei der Titration von Dipeptiden (Leucyl-glycin) als 
auch von Aminosiuremischungen wird ein zufriedenstellender Wert 
fiir die Menge der in der Lésung befindlichen sauren Gruppen erhalten. 
Die dem Arginin entsprechende Carboxylgruppe wird jedoch nicht 
mitbestimmt. 
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Uber Sulfatase. 


Von 
Carl Neuberg. 


I. Mitteilung: 


Uber die enzymatische Spaltung der Phenolitherschwefelsaure. 
Von 
K. Kurono. 


Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie u. Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


Im Jahre 1876 machte Hugen Baumann') die iiberraschende Be- 
obachtung, daB organische Abkémmlinge der Schwefelsiure im Stoff- 
wechsel eine erhebliche Rolle spielen. Er fand, daB Schwefelsiure- 
verbindungen des Phenols und Parakresols Bestandteile des normalen 
Harns aller Tiere sind. Die anfangs') fiir Sulfosiiuren gehaltenen 
Substanzen wurden bald als Schwefelsiureester erkannt, und zwar 
als saure Ester der allgemeinen Formel R.O.SO,H. 

Die Entstehungsweise dieser Verbindungen konnte gleichzeitig 
E. Salkowski?) auf Grund seiner bekannten Untersuchungen iiber die 
EiweiBfaulnis deuten. Eine wesentliche Quelle der genannten Schwefel- 
siureester ist das im Darmkanal aus dem Tyrosinkomplex der Proteine 
durch Mikroben erzeugte Phenol bzw. Parakresol. Die Phenole paaren 
sich im Organismus mit Schwefelsiure. Spater ergab sich, daB eine 
groBe Anzahl von Substanzen der carbo- und heterocyklischen Reihen 
imstande ist, solche Atherschwefelsiuren-Synthesen einzugehen. Korper 
mit phenolischem Hydroxyl werden unmittelbar mit Schwefelsdure 
gekuppelt; Materialien, die dazu nicht ohne weiteres befahigt sind, 
wie z. B. die Kohlenwasserstoffe, werden zuniaichst vom Tier zu 
phenolartigen Verbindungen umgeformt und dann mit Schwefelsaure 
verkniipft. AuBer dem in chemischer Hinsicht noch ungeklarten Auf- 
treten von Antitoxinen stellt die Atherschwefelsaiure-bildung eines der 
wichtigsten chemischen Hilfsmittel dar, durch das der lebende Orga- 
nismus schidliche Stoffe beseitigt; durch die Vereinigung mit Schwefel- 
siure verlieren nimlich die Phenole ihre Giftigkeit. Das Bestreben 
zur Erzeugung von Atherschwefelsiuren ist so stark, daB Tiere, die 
anderweitig schwer vergiftet oder durch daseinsbedrohende Eingriffe 


1) E. Baumann, Ber. 9, 54, 1389, 1715, 1876; H. 2, 335, 1878. 
2) E. Salkowski, Ber. 9, 1595, 1876; 10, 842, 1877. 
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in wenigen Stunden dem Tode verfallen sind, sich eingefiihrter Phenole 
noch durch die Paarung mit Schwefelsiiure zu entledigen suchen). 

Unserer heutigen Auffassung entspricht die Voraussetzung, «af 
so wichtige Naturprodukte wie die aromatischen Schwefelsaureester 
an geeigneten Stellen in der Natur auch wieder zerlegt werden. Nun 
sind die Atherschwefelsiuren recht stabile Kérper. Sie widerstehen 
der Einwirkung von Alkalien, sie werden selbst durch Faulniserreger 
kaum angegriffen, sie sind in neutraler Lésung und sogar in Gegen- 
wart organischer Sauren bestaindig. Trotzdem war anzunehmen, da} 
Fermente fiir die Zerlegung der Athersulfate vorhanden sein miissen. 
Nach vielen vergeblichen Versuchen fihrte: folgende- Uberlegung auf 
die richtige Spur. Mit dem Urin der Tiere gelangen in die Ackererde 
sehr betraichtliche Mengen der genannten organischen Schwefelsaure- 
verbindungen, und dort wird ihr Schwefelsiurerest unzweifelhatt 
schlieBlich mineralisiert. In gewissem Sinne liegen die Verhiltnisse 
ahnlich wie beim Harnstoff. Fermente, die dessen Hydrolyse zu 
Ammoniumcarbonat bewirken, kommen bei mannigfachen Kleinlebe- 
wesen vor und sind bekanntlich zuerst aus der Mikroorganismenflora 
des Harns selber isoliert worden. In Bakterien oder Pilzen vermuteten 
wir deshalb die Anwesenheit einer auf die Atherschwefelsiuren abge- 
stimmten Sulfatase, und tatsaichlich fanden wir zuniichst das gesuchte 
Enzym in einer Aspergillusart, dem Aspergillus oryzae. 

Ein Extrakt dieses Erregers ist nun im Handel. Es ist dies die 
in groBen Mengen in Japan fabrizierte Takadiastase, genannt nach 
ihrem Entdecker Takamine. In der Takadiastase sind mehrere, auch 
an anderen Stellen nachgewiesene Fermente vorhanden, deren be- 
kanntestes eine hochwirksame Amylase ist. 

Bringt man eine wisserige Lésung von phenolaitherschwefelsaurem 
Kalium mit dem genannten Enzymmaterial in Gegenwart von Toluol 
als Antiseptikum zusammen, so erfolgt eine Spaltung in Phenol und 
schwefelsaures Salz. Dieselbe setzt schnell ein, und sie ist, wenn 
man den Versuch bei 37° vornimmt, in einer Stunde bereits deutlich. 
Sauert man nach dieser Zeit das leicht getriibte Gemisch von Sub- 
strat und Ferment mit Essigsiure an, so erfolgt die Klarung, indem 
das vorhandene Erdalkaliphosphat und eiweiBihnliche Substanzen 
sich auflésen. Da phenolschwefelsaures Kalium bei Zimmertemrperatur 
gegen verdiinnte Essigsiure bestindig ist, so beweist das Auftreten 
von Bariumsulfat bei Zusatz von Chlorbarium das Walten einer 


1) Vgl. J. Pohls bekannte Versuche ,Uber Synthesenhemmung durch 
Diamine“, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 41, 97, 1898; s. a. S. Lang, H. 29, 
305, 1900; F. Lade, H. 79, 327, 1912; etwas andere Anschauungen haben 
G. Embden u. K. Glaessner (Beitr. z. chem. Physiol. u. Patholog. 1, 310, 
1902) geiuBert. 
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Sulfatase. Hatte die Mischung (s. 8. 298) von phenolatherschwefelsaurem 
Salz und Ferment 24 Stunden im Wairmekasten gestanden, so waren 
10 bis 11 Proz.des Ausgangsmaterials zerlegt. Dann schritt die Hydrolyse 
nur langsam fort, wie sich aus der nachstehend mitgeteilten Tabelle ergibt. 

Nach | tagiger Digestion kann man auch den frei gewordenen 
aromatischen Paarling der Schwefelsiure leicht nachweisen. Destilliert 
man nunmehr eimen Ansatz der genannten Art nach Zugabe von kohlen- 
saurem Kalk, der jede sekundire Verinderung verhindert, so wird Phenol 
iibergetrieben ; dasselbe kann mit Bromwasser oder mit Millons Reagens 
identifiziert werden. Auf abgespaltene Schwefelsiure kann man auBer 
mit Bariumchlorid auch mit salzsaurem Benzidin priifen. Unser 
Ferment enthielt selbst keine anorganischen Sulfate und lieferte auch 
beim Verweilen im Brutschranke keine Schwefelsiure, die ja von irgend- 
welchen organischen Bestandteilen hatte abgegeben werden kénnen. 
Geht man von reinem phenolsehwefelsauren Kalium aus, so erleidet 
dessen wiisserige, mit Toluol versetzte Lésung selbst bei mehrwéchent- 
licher Aufbewahrung im Thermostaten keinerlei Zerfall. 

GemaiB den angefiihrten Eigenschaften wird bei der Digestion 
einer Lésung ven phenolschwefelsaurem Kalium mit gekochtem Enzym 
keine Schwefelsiure abgelést. Damit ist zugleich die Fermentnatur des 
Vorganges sichergestellt; das neue Enzym wird zweckmabig Sulfatase 
benannt. Ihre Wirkungen, Eigenschaften sowie Gewinnungsweise 
sollen eingehender studiert werden; ferner sind Versuche im Gange, 
Sulfatase an weiteren Stellen, -insbesondere im Tierkérper und héheren 
Pflanzen, nachzuweisen und zu priifen, ob auch andere Schwefelsiure- 
ester, z. B. die interessanten Scymnolschwefelsiuren von O. Hammarsten') 
sowie die Athersulfate der einfachen und aminierten Kohlenhydrate, 
fermentativ zerlegt werden kénnen. 

Die Bestimmung der abgespaltenen Schwefelsiure kann auf doppelte 
Weise geschehen. Sie kann einmal durch Fallung mit Bariumchlorid 
in kalter, klar filtrierter essigsaurer Liésung vorgenommen werden. 
Sie kann aber auch auf indirektem Wege erfolgen, indem man das 
Gemisch von Athersulfat, seinen Zerfallsprodukten und Ferment nach 
der in der Harnanalyse itiblichen Methodik?) behandelt. Hier schlagt 
man durch eine Lésung von Bariumchlorid in Barytwasser anorganisches 
Sulfat nebst Verunreinigungen nieder und ermittelt in einem klar 
filtierten Anteil die noch vorhandene Menge organischer Schwefelsaure 
durch Kochen mit Salzsiure, die in allen Fallen die phenolaitherschwefel- 
sauren Salze in der Hitze vollkommen hydrolysiert. Beide Verfahren sind 
anwendbar und liefern befriedigend iibereinstimmende Ergebnisse. 

1) O. Hammarsten, H. 24, 322, 1898. 


2) Siehe C. Neuberg, Der Harn, S. 140, 1911, und E. Salkowski, 
Praktikum, 4. Aufl., 1912, S. 281. 





























C. Neuberg: Uber Sulfatase. I. Von K. Kurono. 


Besspiele : 

1. 1,0g phenolschwefelsaures Kalium wurde in 100,0 ccm destil 
lierten Wassers gelést, mit 0,5g Sulfatase sowie 1 ccm Toluol versetzt 
und bei 37° aufbewahrt. Nach 1 Stunde wurden 15,0 ccm durch cin 
trockenes Filter gegeben: 10,0cem klares Filtrat wurden mit Essig. 
siure angesiuert und mit Bariumchlorid gefallt. Nach dieser Zeit 
wurden bereits 0,0020 g BaSO, erhalten. Das entspricht einer Spaltung 
von 0,68 Proz. der Theorie. 

Nach 22 Stunden lieferte die gleiche Probe 0,0115g BaSo,: 
Zerlegung = 3,9 Proz. Nach 48 Stunden wurden aus 10,0 ccm klaren 
Filtrats 0,0181g BaSO, gewonnen, die eine Hydrolyse von 6,27 Proz. 
anzeigten. 

2. 5g phenolschwefelsaures Kalium in 500,0ccm Wasser wurden 
mit 2g Ferment und 5ccm Toluol versetzt. Zur Bestimmung der 
hydrolytisch abgelésten Schwefelsiiuremenge wurden 20,0 ccm der 
Lésung mit 20,0cem barytalkalischer Chlorbariumlésung vermischt 
und durch Zugabe von destilliertem Wasser auf ein Volumen von 
50,0 ccm gebracht. Alsdann wurde durch ein trockenes Filter in ein 
trockenes GefiB gegossen. 20,0ccm des spiegelklaren Filtrats wurden 
mit Salzsiure angesiuert und 15 Minuten lang gekocht, wodurch als- 
bald die Schwefelsiure aus dem unzerlegten Rest des Athersulfats in 
Freiheit gesetzt wurde. 

Aus einem 8 Tage lang bei 37° digerierten Ansatz wurden auf 
diese Weise 0,0910g Bariumsulfat erhalten; sie zeigen eine Spaltung 
von 14,49 Proz. an. 

3. 5,0g phenolschwefelsaures Kalium in 500cem Wasser, 2,0 ¢ 
Ferment und 5ccm Toluol; Temperatur 37°. 

Nach 24 Stunden waren 11,43 Proz. der Substanz zerlegt, 

a 3 Tagen gy OS eR  e S, 
6 12,81 
255 13,09 
10 13,37 
13 13,56 
16 13,64 


Anmerkung bei der Korrektur. Auch iiber andere, die Sulfatase 
begleitenden Enzyme, die vom Aspergillus oryzae hervorgebracht 
werden, wie tiber Phosphatasen, Lecithinase und Glucuronase, ist. von 
Neuberg in der Sitzung der deutschen Chem. Gesellschaft vom 
9. Juli 1923 berichtet worden. 
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Die Bilanz der Brenztraubensiuregirung. 
Von 
C. Neuberg und A. v. May. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie u. Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


Nach zahlreichen Erfahrungen, die in den vergangenen 12 Jahren 
gesammelt worden sind, hat die Brenztraubensiure eine nicht voraus- 
zusehende Wichtigkeit fiir die Stoffwechsellehre erlangt. Sie nimmt 
nicht allein eine bedeutsame Stellung bei den Vorgiingen des bio- 
chemischen Abbaues ein, sondern sie spielt auch eine erhebliche Rolle 
bei den Umsetzungen, die den Aufbau bewirken. Die auBerordentliche 
Reaktionsfihigkeit der Brenztraubensiure, die sich in ihrem rein 
chemischen und physiologischen Verhalten offenbart, befahigt sie 
wie nur wenige andere Substanzen von biologischer Dignitat zur Er- 
fillung der erwahnten Aufgaben. Ein Spaltungsprodukt der stickstoff- 
freien und stickstoffhaltigen Materie, kann sie durch einfache und 
durchsichtige Umformungen wieder zu Synthesen der verschiedensten 
lebenswichtigen Verbindungen dienen. Sie gleicht dem dauerhaften 
und unentbehrlichen Mauersteine, der bei der Abtragung groBer Bau- 
werke anfallt und als solcher oder in zugerichteter Gestalt zur Her- 
stellung neuer Anlagen Verwendung findet; aber unter Putz und An- 
strich vermag der Sachverstindige auch im neuen Gefiige den be- 
hauenen und umgemodelten Mauerstein zu erkennen. Es sind die 
Beziehungen der Brenztraubensiure zum Eiwei$ und seinen Spaltungs- 
produkten, ihre Zusammenhinge mit den Kohlenhydraten sowie die 
Verwandtschaft mit den Pflanzensiuren, die ihr diesen eigenartigen 
Platz zuweisen. Es ist die in mancher Hinsicht vorhandene Gleich- 
wertigkeit mit den Zuckern, es ist ihre Stellung als Bindeglied zwischen 
den Kérpern der Kohlenhydrat-, Fett- und Proteinreihe, die sie so 
beachtenswert machen. 

Von den wichtigen Eigenschaften der Brenztraubensiure sind 
zwei durch ihr Verhalten zur Hefezelle aufgedeckt, ihre Vergirbarkeit 
und ihre Verwendbarkeit zum biologischen Aufbau lingerer Kohlen- 
stoffketten. Daher ist es eine Aufgabe von grundsitzlicher Bedeutung, 
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die Umwandlung der Brenztraubenséure durch den genannten Orga. 
nismus bis in Einzelheiten und in quantitativer Hinsicht klarzustellen, 

Auf die Brenztraubensaiure als Zwischenstufe der Zuckerzerfall. 
produkte wirkt als spezifisches Enzym die Carboxylase, ein Partial. 
ferment des Zymasesystems. Den Wert der Brenztraubensaure als 
Wiederaufbaumaterial kennzeichnet das Kohlenstoffbricken schlagende 
Ferment Carboligase. Beide Vorgiinge, die sich an dem gleichen Substrat 
abspielen und im Fermentkreise eines und desselben Organismus 
liegen, kénnen fiir eine gegebene Menge von Brenztraubensdure nicht 
unabhangig voneinander sein, sondern miissen sich berithren. In welchem 
Umfange sich beide Wirkungen iiberschneiden, dariiber konnte nur 
eine quantitative Analyse der Brenztraubensiureumwandlung durch 
Hefe AufschluB geben. 

Nachdem C. Neuberg und H. Wastenson1) iiber die Garfahigkeit 
der Brenztraubensaure berichtet hatten, konnten kurz darauf C. Newberg 
und JL. Tir?) den enzymatischen Charakter der Reaktion beweisen 
und alsbald C. Newberg und L. Karczag*) die ersten Angaben iiber 
die quantitativen Verhiltnisse mitteilen, die beim carboxylatischen 
Zerfall der Brenztraubensiure obwalten. Die Genannten haben damals 
die Spaltbarkeit der Brenztraubensiure im Sinne der Gleichung 


CH,.CO.COOH = CO, + CH,.COH 


erkannt; eine Umsetzung des Ausgangsmaterials wurde bis zu 50 Proz. 
erzielt. Spater hat sich herausgestellt, da die Zerlegung der 
freien Brenztraubenséure durch Hefen und Hefenfermente deshalb 
unvollstandig bleiben kann, weil die Brenztraubensiure wegen ihres 
stark sauren Charakters (Dissoziationskonstante K = 5,6. 10—') ein 
Gift fir die Zelle wie fiir die von ihr abgetrennten Enzyme bedeutet. 
Zwar la8t sich die dadurch bedingte Stérung durch Verwendung von 
brenztraubensauren Salzen oder das Milieu regelnden Moderatoren/) 
beheben oder einschrinken. Dabei treten unter Umstianden neue Kom- 
plikationen auf; in alkalischer Umgebung kann niamlich das typische 
Spaltungsprodukt der Brenztraubensiiure, der Acetaldehyd, weiteren 
Umwandlungen unterliegen, indem sowohl eine Aldolisierung als eine 
Dismutation Platz zu greifen vermag®). Man muB8 auch damit rechnen, 
da die héchst reaktionsfahige und daher iiberaus verinderliche Brenz- 
traubensaure selbst bei irgendwelchen Zusitzen Kondensationen oder 


1) C. Neuberg und H. Wastenson, Sitzungsber. d. physiol. Ges. 1910/11. 

2) OC. Neuberg und L. Tir, diese Zeitschr. 82, 323, 1911. 

3) C. Neuberg und L. Karczag, ebendaselbst 86, 62, 68, 1911. 

*) C. Neuberg und P. Rosenthal, ebendaselbst 51, 132, 1913; A. Harden, 
Chem. Centralbl. 1918, IT, 1888; C. Newberg, diese Zeitschr. 71, 26, 1915. 

5) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 96, 192, 1919; 100, 304, 
1919. 
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Umformungen erleiden kann, die sie der carboxylatischen Vergirung 
entziehen. Somit konnte der Fehlbetrag, welcher fiir die Bilanz 
der Decarboxylierung von Brenztraubensiure bestand, auf Faktoren 
solcher Art bezogen werden, ohne im einen Widerspruch mit der aus 
anderen Beobachtungen zu ziehenden SchluBfolgerung zu _ geraten, 
daB die Brenztraubensdiure ein natiirliches Zwischenprodukt beim 
Zuckerzerfall ist und im Verlaufe desselben ohne jede Nebenreaktion 
die regelrechte Carboxylasespaltung erfahrt; denn in der Norm werden 
jeweils winzige Mengen Brenztraubensaure gebildet und Molekiil fir 
Molektil der Umwandlung in solche Stoffe zugefiihrt, die selbst wieder 
Glieder in der Kette der geordneten Umsetzungen darstellen und als 
solche verschwinden, ohne in Gestalt unverianderlicher Enderzeugnisse 
zutage zu treten. Als aber das genaue Studium der phytochemischen 
Reduktionen die Erkenntnis brachte, daB nicht aller Acetaldehyd in 
freiem Zustande zu erscheinen braucht, wenn die Vergirung der Brenz- 
traubensiure in Gegenwart eines anderen phytochemisch angreifbaren 
Aldehyds erfolgt, sondern daB die Elemente des Acetaldehyds mit 
dem beigegebenen fremden Kérper eine Kohlenstoffkettensynthese 
eingehen!), muBten fiir eine bilanzmaBige Erfassung der Spaltungs- 
produkte von Brenztraubensiure diese Verhiltnisse beriicksichtigt 
werden. In dem Umfange, in dem der — sei es bei der Vergirung von 
Zucker, sei es bei der Vergirung von Brenztraubenséiure — zu er- 
wartende Acetaldehyd in die als Carboligasewirkung bezeichnete Konden- 
sationsreaktion hineingerissen wird, vermindert sich die Ausbeute 
an freiem Acetaldehyd. Die Umsetzung, die sich bei der Vergarung 
von Brenztraubensaure beispielsweise in Gegenwart von Benzaldehyd 
im Sinne der Gleichung 
CH,.CO.COOH + OHC.C,H, = CO, + CH,.CO.CHOH . C,H; 
volizieht, zeigt, daB Acetaldehyd etwa im naszierenden Zustande von 
dem zugefiigten Aldehyd mit Beschlag belegt werden kann. Daf in Ab- 
wesenheit eines fremden Aldehyds der Acetaldehyd selbst einen Akzeptor 
fiir das tiber die Brenztraubensiurestufe angelagerte Molekiil Acetaldehyd 
abzugeben vermag, mit anderen Worten also, da6 bei der Brenztrauben- 
siurevergirung neben dem Acetaldehyd sein Aecyloin, das Acetoin, 
CH,.CO.COOH + OHC. CH, = CO, + CH,.CO.CHOH.CH, 
auftreten kann, hat J. Hirsch?) dargetan. 

Fiir den Fall, da8 weitere Umwandlungen der Brenztraubensiure 
nicht in Frage kommen, muBte man im Besitze der geschilderten Er- 


1) C. Neuberg und J. Hirsch, diese Zeitschr. 115, 282, 1921; C. Neuberg 
und L. Liebermann, ebendaselbst 121, 311, 1921; C. Newberg und H. Ohle, 
ebendaselbst 127, 327, 1922; 128, 610, 1922; C. Neuberg, Zeitschr. f. angew. 
Chemie 85, 90, 1922. 

2) J. Hirsch, ebendaselbst 181i, 178, 1922. 
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fahrungen imstande sein, mit Hilfe hinreichend genauer Methoden 

eine vollstandige Bilanz der Brenztraubensiuregirung aufzustellen. 
Kinerlei, ob die Brenztraubensiure gemaiB der Gleichung: CH, . ('() 

.COOH = CO, + CH,.COH in Kohlendioxyd und Acetaldehyd 

zerfallt, oder ob acyloinmifig zwei Molekiile Acetaldehyd zum AcetyI- 

i methyl-carbinol (Acetoin) zusammengeschlossen werden : 

te i 2CH,.CO.COOH = 2CO0O, + CH,.CO.CHOH.CH,, 


stets mu auf ein Molekil zerlegter Brenztraubensiure ein Molekiil 
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Kohlendioxyd in Freiheit gesetzt werden. Die analytischen MaBnahmen ] 
bestanden daher in der Ermittlung des CO,-Gases und in einer genauen JJ pit | 
Bestimmung von Acetaldehyd und Acetoin nebeneinander. Nach werd 
mannigfachen Schwierigkeiten gelang eine befriedigende Lésung dieser J Anal 
Aufgabe nach folgenden Verfahren. in & 
| Destilliert man in tblicher Weise den Acetaldehyd aus einem wurd 
i ausgegorenen Brenztraubensaiureansatz iiber, indem man durch vor. siure 
herige Behandlung mit CaCO, unangegriffene Brenztraubensiure als Acete 
te Calciumsalz zuriickhalt, so begleitet den freien Acetaldehyd auch hydr: 
lj etwas Acetoin. Bei der Bestimmung des Acetaldehyds nach der Ripper. bewa 
i Fiirthschen Methode — Bindung an saures schwefligsaures Salz und 
jodometrische Zuriicktitrierung des nicht verbrauchten Sulfits — wird titrin 
auch beigemengtes fliichtiges Acetoin als scheinbarer Acetaldehyd Siue 
ermittelt. Stellt man dann aber gravimetrisch den Acetaldehydgehalt friscl 
mit Hilfe von Dimedon (Dimethylhydroresorcin) fest, so erhilt man die . 
richtigen Werte fiir den Acetaldehyd, da der Ketonalkohol mit dem auch 
Dimedon keine unlésliche Verbindung liefert bzw. gar nicht reagiert. rung 
Der beim Ubertreiben des Acetaldehyds mitgerissene Teil des Acetoins der 
kann also gefunden werden, wenn man den aus der Aldomedon- desti 
bestimmung sich ergebenden Aldehydertrag abzieht, bzw. der wahre des” 
Gehalt an Acetaldehyd, indem man das Acetoin im Destillat zur Ab- die g 
scheidung bringt (s. unten) und das gefurdene Acetoin vom titri- bare 
metrisch ermittelten ,,Aldehydgehalt“ subtrahiert. Die Gesamtmenge dure 
des gebildeten Acetoins kann man im Girgut durch Abscheidung Ripy 
als p-Nitrophenyl-osazon feststellen; denn weder Brenztraubensiure als 
noch Acetaldehyd liefern mit p-Nitrophenyl-hydrazin eine Verbindung, weit: 
die in heiBem Alkohol unléslich ist, wie das charakteristische scharlach- Siw 
rote p-Nitro-osazon des Acetyl-methyl-carbinols. Dieses kann somit Anal 
ohne weiteres von den begleitenden Stoffen getrennt und nach Kontrolle als} 
‘ durch den ungewohnlich hoch liegenden Schmelzpunkt (316°) gewogen aber 
} werden. Man kann natiirlich das ins Destillat (s. oben) etwa iiber- dite 


isolieren. Freilich gelingt es auch mit reinem, synthetisch dargestelltem 


: gegangene Acetoin gleichfalls nach der p-Nitrophenyl-osazon-Methode 
Acetyl-methyl-carbinol nicht, 


eine quantitative Ausbeute an der 
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p-Nitrophenyl-hydrazinverbindung zu erreichen; man mubfte also in 
Lésungen von reinem Acetyl-methyl-carbinol den erzielbaren Ertrag 
an Osazon ausfindig machen und dadurch die Grundlage fiir die er- 
forderliche Anbringung der Korrektur schaffen, die dann den, Riick- 
schluB auf die wirklich vorhandene Menge Acetoin erméglicht. Be- 
stimmt man dann noch die in Freiheit gesetzte Kohlensiure und er- 
mittelt, wieviel von der angewendeten Brenztraubenséure unzerlegt 
geblieben ist, so hat man alle Ausweise fiir eine Bilanz der Vergdrung 
von Brenztraubensdure mitiels lebender Hefe. 

Ein unangegriffener Anteil der Brenztraubensiure selbst konnte 
mit Phenylhydrazin nach dem Vorgange von de Jong") festgestellt 
werden. Acetaldehyd und Acetoin fallen bei richtiger Ausfiihrung der 
Analyse unter den obwaltenden Konzentrationsverhiltnissen nicht 
in fester Form aus, wie an Hand eingehender Versuche ermittelt 
wurde ; sie stéren jedoch die quantitative Abscheidung des Brenztrauben- 
siure-phenylhydrazons, indem das délige Phenylhydrazinderivat des 
Acetaldehyds die Verbindung der Brenztraubensiure mit Phenyl- 
hydrazin teilweise in Lésung halt; ein Zusatz von Kochsalz und Auf- 
bewahren im Eisschrank iiber Nacht verringert diesen Ubelstand. 

Man kann aber die restierende Brenztraubensiure geniigend genau 
titrimetrisch ermitteln, da eine irgendwie in Betracht kommende 
Siuerung des Girgutes durch Bestandteile oder Zerfallsprodukte der 
frischen Hefe nicht stattfindet. 

Die bilanzmaBige Untersuchung der Brenztraubensduregdrung wurde 
auch an zellfreien Ansdtzen vorgenommen; dabei sind einige Abande- 
rungen der Analysenmethoden erforderlich gewesen. Da zur Wahrung 
der Sterilitat Toluol zugegeben wurde und dieses sich bei dem Ab- 
destillieren dem freien Aldehyd beimengte, so war die Ausfiihrung 
des Dimedonverfahrens erschwert; das Toluol beeintrachtigte namlich 
die gute und quantitative Abscheidung des Acetaldomedons. Zu brauch- 
baren Resultaten gelangt man in den Ansitzen mit Hefensiften da- 
durch, daB man Acetaldehyd nebst iibergegangenem Acetoin nach der 
Ripperschen Methode ermittelte, das dabei mitbestimmte Acetoin 
als p-Nitrophenyl-osazon abschied und dann in Abzug brachte. Des 
weiteren ist in zellfreien Ansitzen, wo eine erhebliche Bildung von 
Siuren aus dem Hefematerial vor sich geht, weder die titrimetrische 
Analyse der unverinderten Brenztraubensiure, noch ihre Fallung 
als Hydrazon durchfithrbar; diese wird durch die in Lésung reichlich 
iibertretenden stickstoffhaltigen Stoffe erschwert?). Man begniigt sich 
daher mit der Feststellung der entwickelten Menge Kohlendioxyd 





1) A. W. K.de Jong, Rec. 19, 280, 1900. 
2) C. Neuberg, H. 29, 274, 1900. 
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als Ma fiir die stattgehabte Spaltung der Brenztraubensaure. [die 
Erfassung des Acetoins als p-Nitrophenyl-osazon mu8 dergestalt er. 
folgen, daB man durch Erwirmen am RiickfluBkihler zunachst koa. 
gulables EKiweiB beseitigt, dann durch Zugabe von absolutem Alkohol 
die Hauptmenge stérender Stickstoffverbindungen niederschligt, im 
Filtrat das auBerordentlich leicht in Sprit lésliche Acetoin mit p-Nitro- 
phenyl-hydrazin vereinigt und nunmehr durch Abdestillieren des 
Weingeistes in fester Form zur Abscheidung bringt. Dieses Verfahren 
bewahrt sich tibrigens ganz allgemein zum Nachweise und zur Be. 
stimmung des Acetoins in Gemischen, die EiweiB oder seine Spaltungs. 
produkte enthalten. Die Isolierung des Acetoins wurde auch nach 
dem Vorgange von M. Lemoigne}) erreicht; im vorliegenden Falle ist sic 
aber umstindlicher als die zuvor beschriebene, da die Anwesenheit von 
Abbauprodukten der Hefenproteine lastiges Schiumen mit sich bringt. 

Um die Versuchsanordnung nicht verwickelter zu _ gestalten, 
namentlich um die Titration der restierenden Brenztraubensiaure aus. 
fiihren zu kénnen, sind die mit frischen Hefen angestellten Versuche bei 
der sauren Reaktion vorgenommen, wie sie einer etwa n/10 Brenztrauben- 
siurelésung eigen ist. Bei den zellfreien Gairungen wurde angesichts 
der Empfindlichkeit der Hefensafte, nach den Erfahrungen von C. Neu- 
berg und P. Rosenthal (1. c.) tiber die giinstige Wirkung der Pufferung, 
ein Gemisch von m-Brenztraubensiure und m-K,H PO, im Verhiltnis 
von 2:3 angewendet; ein solches Gemenge zeigte nach der Zugabe 
von Mazerationssaft anfangs die Wasserstoffionenkonzentration 
pu = 5,32 bis 5,50, wihrend am Ende der Giarung infolge der CO,,- 
Abspaltung pq = 5,82 bis 6,20 betrug. 

Wie vorher schon angegeben wurde, ist es fir die bedeutsame 
Rolle, welche die Brenztraubensiure im Haushalte der Natur spielt, 
von Belang, daB ihre Vergirung nicht allein in saurem Medium, sondern 
auch bei neutraler und selbst alkalischer Reaktion vonstatten geht. 


Aber nicht nur eine Besetzung des typischen Wasserstoffatoms im | 


Carboxylrest der Brenztraubensiure vermag ihre Garfahigkeit nicht 
aufzuheben, sondern auch Verbindungen, die durch eine Beteiligung 
der Carbonylgruppe entstehen, sind grundsitzlich der carboxylatischen 
Spaltung zuginglich. Dieses Verhalten ist beispielsweise fir die Brenz- 
traubensaure-Sulfit-Komplexe festgestellt worden”); es ist von Wichtig- 
keit fir die Erklarung der Vorginge bei der zweiten Vergirungsform, 
die in der Acetaldehyd-Glycerin-Spaltung unter dem Einflu8 intermediir 
angelagerten schwefligsauren Salzes besteht. Wie C. Newberg und 






1) M. Lemoigne, Ann. de l'Institut Pasteur 27, 856, 1913. 
*) C. Neuberg und E. Reinfurth, diese Zeitschr. 89, 413, 1918; Ber. 53, 
462, 1039, 1920. 
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E. Reinfurth gezeigt haben, vergiren z. B. molekulare Gemische von 
Brenztraubensiure und sekundiérem Sulfit bei Herstellung einer ge- 
eigneten Wasserstoffionenkonzentration glatt zu Kohlendioxyd und’ 
Acetaldehyd, der dabei natiirlich als Aldehyd-Sulfit-Aggregat auftritt. 
Neuberg und Reinfurth (1. c.) gelang die Zerlegung der Brenztrauben- 
siure.in Gegenwart von Sulfiten in einem Ausmafe von praktisch 
100 Proz. Die gewonnenen Daten bezogen sich auf Messung der frei- 
gewordenen Kohlensaure; zum Teil etwas geringer war die analytisch 
festgestellte Menge Acetaldehyd. Es war also mit dem Falle zu rechnen, 
da8 bei dem theoretisch so beachtenswerten Vorgange der Vergirung 
von Brenztraubensiure-Sulfitkomplexen die kleine Unstimmigkeit 
zwischen aufgefangener Menge CO, und gewonnenem Acetaldehyd 
darauf zuriickzufihren sei, daB neben dem Acetaldehyd auch Acetoin an- 
wesend ist. Es lag aber auch im Bereiche der Méglichkeiten, daB gerade 
die Bindung der Brenztraubensiure an schwefligsaures Salz lediglich 
eine Loslésung von CO, unter dem Einflusse der Carboxylase zulaBt, 
so daB als einziges nicht gasformiges Erzeugnis der Vergirung Acet- 
aldehyd-Sulfit — ohne Beimengung von Acetoin — entsteht, mit 
anderen Worten, daB bei Zugabe von schwefligsaurem Salz eine klare “ 
Trennung von Carboxylase- und Carboligasewirkung zustande kommt. 3 
Die. Versuche haben gelehrt, daB die Anwesenheit der schwefligsauren : 
Salze eine Verschiebung derart bedingte, daB ganz iiberwiegend die reine 
Carboxylasespaltung erfolgte und nur Spuren Acetoins sich einstellten. 
DaB von diesem eine geringfiigige Menge tiberhaupt vorhanden war, 
diirfte darin seine Erklirung finden, daB weder die Schwefligsiure- 
verbindung der Brenztraubensiure noch der Aldehyd-Sulfitkomplex 
uneingeschrinkt bestiandig sind, sondern einer teilweisen Dissoziation 
unterliegen, als deren Folge ein wenig Brenztraubensiiure bzw. Acet- 
aldehyd frei zugegen ist und sich carboligatisch umsetzen kann. 

Diese Ergebnisse wurden durch die Untersuchungen mit ver- 
schiedenen Sorten Trockenhefe sichergestellt; in allen Fillen belief 
sich der Ertrag an gerade nachweisbarem Acetoin héchstens wut 
2 Proz. des isolierten Acetaldehyds. 

Von der Wiedergabe der eingehenden Vorarbeiten zur Ausprobierung 
der Methoden und besten Bedingungen nehmen wir Abstand und 
beschreiben allein einige gut gelungene und ohne Zwischenfille durch- 
gefiihrte Versuche gréBeren Umfangs. 




























































I. Die Verhialtnisse bei der Vergirung von Brenztrauben- 
mit frischen Hefen. 

A. 13,2g Brenztraubensiure, die unmittelbar vor dem Versuche 
durch Vakuumdestillation in vélliger Reinheit gewonnen war, wurden 
in Wasser zum Volumen von 1500 ccm gelést und auf 0° abgekihlt. 
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Bei dieser Temperatur wurden 100g im Eisschrank aufbewahrt ge. 
wesener untergiriger Hefe (Patzenhofer) eingetragen, die zuvor sorg. 
faltig gewaschen und scharf abgepreBt worden war. Nachdem wir dic 
Hefe durch Schiitteln vollkommen gleichmaBig verteilt hatten, wurden 
10,0 cem der Mischung abpipettiert und in einen GasmeBapparat mit 
Quecksilberabschlu8 gebracht. Der Rest befand sich in einer 2-Liter- 
Flasche; dieselbe wurde in den Brutschrank gestellt und sofort mit 
zwei auBerhalb des Thermostaten befindlichen Vorlagen verbunden, 
welche mit gesiattigter Dimedonlésung beschickt waren. Die Tempe- 
ratur des Warmekastens, in dem auch der erwahnte kleine Gasme3.- 
apparat stand, betrug 37°. In letzterem waren nach 16 Stunden 18,2 ccm 
Kohlendioxyd entwickelt, ein Wert, der auch nach 24 Stunden sich 
nicht mehr anderte. Die Ablesung geschah bei 18° und 743 mm Druck; 
sie zeigte 0,0321 g CO, an, oder daB 74,3 Proz. der Brenztraubensiure um- 
gesetzt waren. Fir das gesamte Giargut ergibt sich eine Entwicklung von 
4,82 g CO,, entsprechend 9,64g decarboxylierter Brenztraubensaure. 
Nach 36 Stunden erfolgte die Aufarbeitung. Sie erstreckte sich auf dic 
Bestimmungen a) des entstandenen Acetaldehyds, b) des carboligatisch 
gebildeten Acetoins, c) der iibrig gebliebenen unvergorenen Brenztraubensdure. 


Zu a) 100,0 cem des Gargutes wurden nach dem Verfahren von Neuberg 
und Reinfurth mit iiberschiissigem kohlensauren Kalk versetzt, damit 
einige Zeit stehen gelassen und darauf destilliert. In den iibergegangenen 
470 ccm wurden 0,240 g ,,Acetaldehyd* saat Im Gesamtgargut wiren 
also 3,60 g Acetaldehyd vorhanden. 


Zur Entscheidung der Frage, wieviel von diesem durch die Titration 
mit Bisulfit ermittelten Carbonylkérper tatsichlich aus Acetaldehyd bestand 
und wieviel Acetoin letzterem beigemengt war, wurden 200 ccm des er- 
wahnten Destillates (Gesamtmenge 470 ccm) mit einer Lésung von | g 
Dimedon in 250cem zusammengebracht. Nach mehrstiindigem Stehen 
wurde das ausgeschiedene Aldomedon abgesaugt, gewaschen und getrocknet. 
Zur Wagung gelangten 0,5254 g Aldomedon, welches bei 137 bis 139° schmolz 
und das bei 174° sich verfliissigende Anhydrid lieferte. Die Menge ent- 
sprach — unter Beriicksichtigung der Léslichkeit von Acetaldomedon in 
Wasser — 0,0809 g Acetaldehyd in 200 ccm Destillat oder 2,85 g Acetaldehyd 
im Gesamtgiargute. 

In der ersten der beiden mit Dimedon gefiillten Vorlagen waren 0,0804 g 
Acetaldomedon, gleich 0,012 g Acetaldehyd, niedergeschlagen. In die 
zweite Vorlage war kein Acetaldehyd mehr iibergetreten, so wenig wie 
in ein drittes GefaB, eine mit reinstem Alkohol beschickte Gaswaschflasche. 
Mit dem Inhalt der Vorlagen 2 und 3 konnten keine positiven Reaktionen 
auf Acetaldehyd erhalten werden. 


Der tatsichliche Ertrag an Acetaldehyd beziffert sich also auf 
2,862 g. 
Zu b). Wie angegeben wurde, kann man die quantitative Bestimmung 


des Acetoins auf die Abscheidung als p-Nitrophenyl-osazon griinden. Um 
beurteilen zu kénnen, wieviel p-Nitrophenyl-osazon iiberhaupt aus ver- 
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schieden konzentrierten Lésungen von Acetoin zu gewinnen ist, haben wir 
Versuche mit reinem Acetoin (Dimethylketol) vorgenommen, das nach 
den Angaben von O. Diels und EL. Stephan') bereitet worden war. Das 
p-Nitrophenyl-osazon wurde aus Lésungen dargestellt, die das Acetoin in 
5902 '/yo00 UNA 4/5999 Verdiinnung enthielten. 

Wegen der sehr betrachtlichen Schwerléslickeit des p - Nitropheny] - osa- 
zons schwankten die Mengen verhaltnisma8ig unbedeutend; es gelang, 65,5 
bis 67,5 Proz., im Durchschnitt also 66,5 Proz. der in Lésung befindlichen 
Acetoinmenge in Form des hoch schmelzenden und leicht rein erhialtlichen 
p-Nitrophenyl-osazons abzuscheiden. Dasselbe ist sehr schwer léslich in 
Wasser, verdiinnter Essigsiure, Alkohol und Ather, so daB es nacheinander 
mit diesen Solvenzien behandelt und dadurch von anhaftenden Beimengen 
befreit werden kann. 

Auf Grund dieser Feststellungen gelangt man zu einem Faktor, mit 
dem man aus dem p-Nitrophenyl-osazon das Quantum des vugrunde- 
liegenden Acetoins ohne weiteres ableiten kann. Als Verhaltnisgleichung 
ergibt sich: 
gewogenes Osazon x 88 x 100 

356 x 66,5 
= gewogenes Osazon x 0,371. 


g vorhandenes Acetoin = 


Auf diese Weise wurden in 500,0 ccm filtrierten Giargutes 1,8596 g 
an p-Nitrophenyl-osazon abgeschieden = 0,6899g an wirklich vorhandenem 
Acetoin. 


Diese Zahl entspricht einer Gesamtausbeute von 2,07 g Acetoin, 


Bei der Bestimmung des Acetaldehyds nach dem Destillations-Titra- 
tionsverfahren von Neuberg und Reinfurth verfliichtigt sich neben dem 
Acetaldehyd, wie angefiihrt ist, auch ein Teil des Acetoins; deshalb wurde 
die Bestimmung des Gesamtacetoins nach vorstehend beschriebener Art 
im Gargut selbst vorgenommen. 


Man gewinnt an Hand der mitgeteilten Analysendaten folgendes 
Bild von den quantitativen Verhdltnissen der Brenztraubensduregdrung: 


Entwickelte Kohlenséure .. . <a Ss re 
Acetaldehyd (als Dimedonverbindung) . 24 a 
Acetoin (als p-Nitrophenyl-osazon)..... . . 2,07g 

9,75 g. 


Vergleichsweise fiihren wir auch die Zahlen an, bei denen der Aus- 
beutenfaktor fiir Acetoin unberiicksichtigt blieb; hier ist also die infolge des 
Acetoingehaltes zu hohe titrimetrisch gefundene Aldehydzahl und die mit 
rund einem Drittel gegen die Theorie zu niedrige tatsichliche Ausbeute an 
Acetoin-p-nitrophenylosazon aufgenommen. Diese Werte lauten: 


Entwickelte Menge Kohlensiure. ...... . 482g 

Durch Titration gefundene Aldehydmenge . . . 3,60¢g 

Acetoin (aus direkt rn p-Nitro- 
phenyl-osazon) .. . + + + + 1,388 


9,80 g. 


1) O. Diels und E. Stephan, B. 40, 4336, 1907. 
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Nun ist das Molekulargewicht von Brenztraubensiure 88, das 
von Kohlenséure und Acetaldehyd 44 und das von m/2 Acetoin gleic|.- 
falls 44. Somit muB das Gewicht der auBer Kohlensiure entstandencn 
Produkte gleich dem Gewichte von CO, selber sein. Wie man sicht, 
ist dies nach unseren Feststellungen recht genau der Fall. 


Vergeblich ist auf Butylenglykol gefahndet, das durch weitere 
Umwandlung, durch Reduktion, aus dem Acetoin hervorgehen kénnte: 
es war unter den obwaltenden Versuchsbedingungen nicht in nachweis- 
barer Menge vorhanden. 


Es zeigt sich also zunichst, daB die Zerfallsprodukte der Brenz- 
traubensiure im Verhiltnis von 1 Mol. CO, zu 1 Mol. Acetaldehyd 
(frei + Acyloinkondensat) stehen. 


Zu c). Des weiteren wurde die Menge unangegriffener Brenztrauben- 
siure ermittelt. Anfangs wurde die Abscheidung als Phenyl-hydrazon 
nach der Vorschrift von de Jong vorgenommen; sie blieb aber aus den 
zuvor (S. 303) dargelegten Griinden unvollstandig. So konnte aus 275 ccm 
klar filtrierten Gargutes, wie es zu den Analysen nach a) und b) verwendet 
worden war, im giinstigsten Falle nach Zugabe von Kochsalz und Stehen- 
lassen im Eisschrank 0,746 g Brenztraubensiu ‘e-phenyl-hydrazon isoliert 
werden. Das entspricht 0,369 g Brenztraubenséure oder 2,012 g unver- 
gorener Siéure im Gesamtgirgut. Die Titration mit n/10 NaOH (bei 
Phenolphthalein als Indikator) zeigte jedoch die Anwesenheit von 3,36 ¢ 
nicht carboxylatisch gespaltener Saure an. In einer Aufschwemmung 
unserer Hefe in Wasser traten unter den Bedingungen des Brenztrauben- 
siuregivungsversuches bei gleichzeitiger Digestion im Thermostaten nicht 
mehr als Spuren von Séure auf. Demnach kann der aus der Titration sich 
ergebende Wert von 3,36 g unveranderter Brenztraubenséure als zuver- 
lassig gelten. 


Aus den vorhin mitgeteilten Daten tiber die gasometrische Messung 
ergibt sich ein Verbrauch von 9,64g Brenztraubenséure, und fast 
genau die gleiche Zahl erhalt man als Summe aller Girungsprodukte. 
Somit steht der Titrationswert, der direkt 3,36 g unzerlegte Brenz- 
traubensiure anzeigt, in guter Ubereinstimmung mit der Differenzzahl, 
die 13,2 — 9,75 = 3,45 g lautet. 


DaB die als p-Nitrophenyl-osazon abgeschiedene Verbindung tat- 
sichlich das Derivat des Acetoins ist, folgt aus den Elementaranalysen. 
Fiir diese ist in allen Fallen das Material aus Pyridin-Eisessig umkristallisiert 
worden '), aus dem es sich in prachtvollen dunkelroten Nadeln vom Schmelz- 
punkt 316° abschied. 


0,1622 g Substanz: 0,3207 g CO, und 0,0728 g H,O. 

0,1756 g Substanz: 35,5 cem N (20°, 765 mm). 

CygH,.N,O,. Ber.: C = 53,93 Proz., H = 4,49 Proz., N = 23,60 Proz.; 
gef.: C = 54,00 Proz., H = 4,99 Proz., N = 23,31 Proz. 


1) Vgl. C. Neuberg, B. 82, 3384, 1899. 
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IL. Die Verhiltnisse bei der zellfreien Vergirung von Brenztraubensiure. 


Um das Ineinandergreifen von carboxylatischer und carboli- 
gatischer Wirkung auch bei der Vergirung von Brenztraubensiure 
ohne lebende Zellen in quantitativer Hinsicht zu verfolgen, wurden 
mehrere Versuche nachstehender Art ausgefihrt. 

Aus 3,5 kg untergiiriger Trockenhefe wurden mit 12 Litern Wasser 
durch 2¥4,stiindige Mazeration in bekannter Weise ein Saft bereitet. 
Derselbe wies keine Selbstgiirung auf. Gleichzeitig wurde ein Gemisch 
von 400,0cem molekularer Brenztraubensiure (enthaltend 35,2 g in 
vacuo frisch rektifizierten Materials) mit 600ccm molekularer Di- 
kaliumphosphatlésung hergestellt. Das stark abgekiihlte Gemenge 
wurde zu 3,4 Liter Mazerationssaft gegeben. Dabei darf, wenigstens 
zunichst, weder Triibung noch Fillung auftreten. Dieses Girgemisch 
hatte eine fiir die Brenztraubensduregirung giinstige Wasserstoffionen- 
konzentration. Die Gaskettenmessung?) lieferte fir das erwaihnte Ge- 
menge von Brenztraubensiure, K,H PO, und Mazerationssaft zu Anfang 
den Wert py = 5,32 bis 5,50, der am Ende der Garung 5,82 bis 6,20 
betrug?). Nach Zugabe. von 44ccm Toluol kam der Ansatz in den 


Brutschrank, wobei im tibrigen die zuvor beschriebene Versuchsordnung 
innegehalten wurde. 

10,0 cem des Gemenges waren vor Unterbringung im Warmekasten 
in ein GasmeBgefiB iibergefiihrt worden; dasselbe wurde dann in den- 
selben Brutschrank gestellt. In 16 Stunden waren 11,6 cem CO, und nach 
24 Stunden 12,2 cem CO, in dem abgezweigten Anteil entwickelt. Diese 
Menge anderte sich nach Ablauf von 24 Stunden nicht mehr. Die 12,2 cem 
CO, wiegen 0,024 g CO,. Da in den abgenommenen 10,0 ccm des Gar- 
gemisches 0,08 g Brenztraubensiiure enthalten waren, sind somit 60 Proz. 
Brenztraubenséure vergoren gewesen. 

Hierauf wurden zu der Hauptmenge des Giransatzes noch 800 ccm 
aus derselben Trockenhefe bereiteter Mazerationssaft gefiigt, so da8 nun 
4200 cem Saft im ganzen zur Anwendung gelangt waren. In den Gas- 
meBapparat wurden dementsprechend 2,0 ccm frischer Saft nachgefiillt. 
Darauf wurden innerhalb 12 Stunden noch 8,5cem Kohlendioxyd ent- 
wickelt, so daB nach einem weiteren Tage in toto 20,7 cem CO, vorhanden 
waren. Diese Menge entspricht bei einem Barometerstande von 746 mm 
und bei 18° 0,037 g CO,. Fiir das Gesamtgirgut folgt daraus eine Kohlen- 
siureabgabe von 16,03 g oder eine Vergirung der vorhandenen Brenz- 
traubensiure zu 91,08 Proz. Da nach achtstiindigem Zuwarten keine Zu- 
nahme an Kohlendioxyd zu bemerken gewesen war, so wurde der Versuch 
abgebrochen. 


1) Herrn Prof. Freundlich und Herrn Dr. Stern vom Kaiser Wilhelm- 
Institut fiir physikalische Chemie und Elektrochemie sei fiir die in zu- 
vorkommender Weise gestattete Benutzung ihrer Apparatur fiir die 
Py-Messungen bestens gedankt. 

*) Vgl. hierzu einen nach der Indikatorenmethode von E. Abderhalden 
und A. Fodor (Fermentforschung 5, 163, 1921) erhaltenen Wert. 
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Die Bestimmung des Acetaldehyds geschah wieder nach dem Desti). Wie 
lationsverfahren von C. Neuberg und E. Reinfurth. Eine Modifikatjoy den AY 
wurde insofern angebracht, als die Destillation des Gargutes aus einer, jg G8™gut 
Kupferkolben geschah. Heizte man diesen in einem Kochsalzbade an, Di 

so erfolgte eine Koagulation des aus dem Hefesaft stammenden Eiweiies ch I 

| in so groben Flocken, da8 beim spiteren Abtreiben des Acetaldehyds mit " 

ra Wasserdampf kein unbequemes Schiéumen eintrat. Da zweckmiaBig eine thoden 
er direkte Erwarmung des DestillationsgeféBes unterblieb, um ein Anbrennen 
i! der Proteingerinnsel zu verhindern, so muBte die Wasserdampfdestillation 
etwas langer fortgesetzt werden. Das erste verdiinnte Destillat wurde desha|} 
durch eine anreichernde erneute Destillation konzentriect. In 730 ccm 
Destillat, entsprechend 500,0 ccm Urlésung, wurden 1,2976g und im 

Gesamtgirgute demzufolge 13,495 g ,,Acetaldehyd“ gefunden. W 

Die richtige Bedeutung der durch Titration festgestellten Zahlen J Gewick 
sowie die durch carboligatische Tatigkeit entstandene Acetoinmenge wurde Garpro 
auf folgende Weise ermittelt. 500,0 ccm desselben Destillates wurden mit ii 
p-Nitrophenyl-hydrazin-acetat behandelt, d. h. erst einige Zeit in der io ’ 
Kalte damit stehen gelassen und dann am RiickfluSkiihler im Wasserbade fir die 
gekocht. Erhalten wurden 0,507 g Acetoin-p-nitrophenyl-osazon vom Schmelz. J (5. VOr 
punkt 312°. Dieses Quantum macht (vgl. vorher 8. 307) 0,275 g Acetoin @ yon 9] 
im Gesamtdestillat oder 2,860g fiir das Gesamtgirgut aus. Zu vorgelegten die Ge 
Waschflaschen, die Dimedonlésung enthielten, waren 0,216 g Aldomedon, 
gleich 0,031 g Acetaldehyd, ausgefallen; diese Quantitat ist hinzuzurechnen, fy B&*t@e 

Die Menge tatsachlich vorhandenen Acetaldehyds stellt sich somit Pies 
auf 13,495 — 2,860 + 0,031 = 10,666 g. ss 

Zur Ermittlung des in toto gebildeten Acetoins wurde das gesamte 0. 
noch zur Verfiigung stehende Gargut in einem groBen Glaskolben im C. 
Wasserbade erwirmt, wobei durch Anwendung eines RiickfluSkiihlers : 
Verlusten an Acetoin vorgebeugt wurde. Von dem reichlichen Eiweis- 

i koagulum wurden 700 ccm abfiltriert und durch Zugabe von 4 Litern ab- 

¥ soluten Alkohols von stickstoffhaltigen Materialien befreit. Nach Filtration 

4 und Auswaschung mit Weingeist wurde durch 3stiindiges Kochen mit 

& einem Uberschu8 an p-Nitrophenyl-hydrazin-acetat und Abdestillieren des i 

. Alkohols ein prachtvoll dunkelviolett schimmernder Niederschlag von Jj der C 
Acetoin-p-nitrophenyl-osazon gewonnen, das bei 314 bis 316° schmolz und @ §. Rei 
sich nach der weiter unten mitgeteilten Analyse als rein e.wies. In diinner Verbit 
Schicht zeigten die schén ausgebildeten Nadeln unter dem Mikroskop die der C 
Eigenschaft der Phototropie, da sie sich im Lichte in kurzer Zeit hellrot farbten. 7 F 

Gewogen wurden 1,6238 g Osazon, woraus sich fiir das Gesamt- iad 

gargut ein Gehalt von 4,47 g Acetoin ergab. folgen 

ei Eine zweite Methode zur Isolierung des Acetoins besteht darin, dai 9 gchw 

: man nach Entfernung des gerinnbaren EiweiBes das Acetoin nach der allgen 
3 Angabe von Lemoigne (l.c.) durch Vakuumdestillation iibertreibt. Das 

sehr listige Schiumen kann durch Zugabe einiger Tropfen Octylalkoho! Jj ®Us8el 

gemildert werden. Aus dem Destillate kann man dann das Acetoin gleichfalls J verbit 

als p-Nitropheny]-osazon isolieren, wenn man den durch Acety1]-p-nitropheny!- beide: 

hydrazin verunreinigten Niederschlag mit heiSem Alkohol auszieht. Bei y 

Verarbeitung von 700,0ccm Gargut wurden so 1,752g reines Acetoin- Erlar 

p-nitrophenyl-osazon vom Schmelzpunkt 314° gewonnen; demnach waren ar 

A 


im Gesamtgargut 4,83 g Acetoin anwesend. 
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Wie man sieht, stehen diese Mengen in guter Ubereinstimmung mit 
den Ausbeuten, die wir fiir das durch einfache Alkoholfallung gereinigte 
Gargut erzielt hatten. 

Dic Bilanz der zellfreien Brenztraubensdiuregdrung stellt sich also 
nach Einsetzung des Durchschnittswertes fiir das nach beiden Me- 
thoden gefundene Acetoin folgendermaBen. 


Gebildete Menge Acetaldehyd ... . 10,67g¢ 
POI ee eK ad o inite 9 Oe 

15,32 g 
FOINORYS 66 oo 8 ee eae 16,03 g 


Wio bei dor Vergins.g mit lebenucr Héfe, stimmt auch hier das 
Gewicht des entwickelten CO, mit der Summe der Gewichte der tibrigen 
Garprodukte ungefaihr tiberein. Somit kann ein Zerfall von Brenz- 
traubensdure lediglich zu Kohlensaure, Acetaldehyd und Acetoin auch 
fir die zellenfreie Garung angenommen werden. Der GasmeBversuch 
(s. vorher S. 309) hatte einen Vergarungsgrad der Brenztraubensiure 
von 91,08 Proz. angezeigt, und innerhalb der Fehlergrenzen entsprach 
die Gesamtmenge der iibrigen Garprodukte angenahert dem gleichen 
Betrage. 

Das Vorliegen von Acetoin-p-nitrophenyl-osazon wurde hier ebenfalls 
durch die Analyse sichergestellt. 

0,1708 g Substanz: 0,3405 g CO, und 0,0767 g H,O. 

0,1882 g Substanz: 38,0ccm N (765mm, 18,5°). 

CyeH,,N,0,: Ber. C = 53,93 Proz., H = 4,49 Proz., N = 23,60 Proz.; 
gef. C = 54,37 Prous, H = 4,98 Proz., N = 23,45 Proz. 


‘Ill. Die Verhiiltnisse bei der Vergirung von Pyruvinatsulfit. 

Fir die Theor:e der Garung ganz allgemein und fir die Erkenntns 
der Carboxylasewirkung im besonderen ist die von CO. Neuberg und 
E. Reinfurth festgestellte Tatsache wichtig, da8 auch Brenztraubensaure- 
Verbindungen vergirbar sind, wie z. B. Derivate, die unter Beteiligung 
der Carbonylgruppe der Brenztraubensaure entstanden sind. Aufer 
dem Aldol der Brenztraubensiure gehért zu diesen girungsfahigen 
Substanzen der Pyruvinatreihe der Aldehyd-Sulfitkomplex, dem 
folgende Formel zuzuerkennen ist: CH, .C(OH)(O.SO,H).COOH. 
Schweflige Siure kann sich namentlich in Form des Natriumbisulfits 
allgemein an Carbonylgruppen anlagern; es lieB sich daher nicht vor- 
aussehen, ob die Vergarung von Pyruvinatsulfit nur die Schwefligsaure- 
verbindung des Acetaldehyds oder auch die des Acetoins bzw. die 
beider Substanzen liefern wirde. 

Zur Entscheidung nicht allein dieser Frage, sondern auch zur 
Erlangung einer Bilanz fiir die Brenztraubensdiuregdrung in Gegenwart 
von Sulfiten wurden Versuche nachstehender Art vorgenommen; sie 
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hatten stets ein gleichsinniges Ergebnis, so daB die Wiedergabe einige; 
Beispiele geniigen mag. 

a) 20,0ccm m-Brenztraubensiure, 20,0ccm m-Dinatriumsuilfit 
und 20,0ccm Essigsiure-Natriumacetatpuffer!) wurden mit 140 ccm 
Wasser sowie 1,5 ccm Toluol versetzt. Nach Einriihren von 30 g unter. 
giriger Trockenhefe (Hefe der Schultheissbrauerei in Berlin) blieb das 
Gemisch 5 Tage bei Zimmertemperatur stehen. Die Aufarbeitung 
geschah darauf nach den Angaben von C. Neuberg und E. Reinfurth, 
indem das Gargemisch mit 10,0 cem m-Sodalésung versetzt, mit 20,0 com 
m-BaCl, ausgefaillt und dann im Dampfstrom tiber Calciumcarbonat 
destilliert wurde, wobei der Acetaldehyd in Freiheit gesetzt wird. 
200,0 ccm urspriingliches Giargut lieferten bei dieser Behandlung 
0,4581 g Acetaldehyd. Das sind 52 Proz. der Theorie, berechnet aut 
die angewendete Menge Brenztraubensiure. 

Dieser Befund steht mit friiheren Ergebnissen?) im Einklange. 
da8 bei Zimmertemperatur von der Schwefligsiureverbindung der 
Brenztraubensaure bisweilen nur rund die Halfte zerlegt wird. 

b) Eine andere Versuchsreihe wurde deshalb bei 37° angestellt. 
Der Ansatz wurde folgendermaBen gemacht: 30,0 cem m-Brenztrauben- 
siure, 30,0ccm Dinatriumsulfit, 30,0ccm Acetat-Essigsiurepuffer. 
210,0cem Wasser, 3ccm Toluol und 45g Trockenhefe (Material der 
Engelhardtbrauerei). Die erwihnten Bestandteile wurden bei 4° zu- 
sammengebracht, 10,0 cem wurden sofort dem Gemisch entnommen und 
in eine GasmeBréhre tibergefiihrt. Hauptansatz und aliquoter Anteil 
kamen alsdann in den Wiarmeschrank von 37°. 

200,0cem Giargut lieferten nach fiinftigiger Digestion 0,6745 ¢ 
Acetaldehyd oder 76,6 Proz. der Theorie. 

Die abgenommenen 10,0 cem Giargut hatten in dieser Zeit 19,2 ccm 
CO, (Ablesung bei 18°, 750 mm) entwickelt. Diese wiegen 33,25 mg. 
entsprechend 75,5 Proz. decarboxylierter Brenztraubensiure. Inner. 
halb der Fehlergrenze ware also die gesamte vergorene Menge Brenz- 
traubensaure als Kohlendioxyd und Acetaldehyd wiedergefunden, sofern 
die titrimetrisch ermittelte Aldehydzahl reinen Acetaldehyd anzeigt. 
d. h. falls kein Acetoin neben Acetaldehyd vorhanden ist. 

ec) Zur Klirung des letzterwihnten Punktes war ein Parallel- 
ansatz mit den gleichen Substanzmengen unter identischen Bedingungen 
angestellt. Nach fiinftagiger Digestion wurden von der ausgegorencn 
Maische 250 ccm klar abfiltriert und am RiickfluBkihler erwirmt, 


1) Bestehend aus einer wisserigen Lésung von 60g Eisessig + 272 ¢ 
CH,.COONa.3H,0O zu 1 Liter. (B. 58, 1042 ist infolge eines Druck- 
fehlers 72g Na-Acetat statt 272g verzeichnet; die richtige Zahl findet 
sich ]. ¢. S. 1051.) 

2) B. 58, 1039, 1920. 
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Bilanz der Brenztraubensiuregirung. 313 


um gerinnbares Eiweif zu entfernen. Nach Filtration wurden 200,0 ecm 
mit absolutem Alkohol auf ein Volumen von 1000 ccm gebracht, wo- 
durch erneut betrachtliche Mengen stickstoffhaltigen Materials aus- 
gefaillt wurden. Dann wurde in der Kilte filtriert, der Niederschlag 
gut mit Weingeist ausgewaschen und das Filtrat mit 5 g p-Nitrophenyl- 
hydrazin und 20 cem 40proz. Essigsiure versetzt. Nach mehrstiindigem 
Stehen wurden 850ccm Alkohol innerhalb 2 Stunden abdestilliert. 
Auch bei langerer Aufbewahrung schied sich aus dem Riickstande 
nur eine sehr geringe Menge eines dunkelviolettroten und in Alkohol 
unléslichen Osazons ab. Dasselbe wog nach dem Trocknen 0,037 g 
und kann nach seinem Schmelzpunkt von 312° als p-Nitrophenyl- 
osazon des Acetoins angesprochen werden. Seine Menge entspricht 
0,0137 g Acetoin. 

(Beim Verdiinnen der Mutterlauge mit Wasser wurde eine kleine 
Quantitaét eines heller roten Osazons erhalten, das sich bei 256° zersetzte 
und wohl als p-Nitrophenyl-glucosazon zu betrachten ist; vermutlich 
handelte es sich um ein Derivat des Zuckers, der durch enzymatische 
Hydrolyse aus dem Glykogen der Trockenhefe hervorgegangen war.) 

Die Ausbeute an Acyloinderivat war sehr gering; sie belief sich 
auf nur 2,03 Proz. des vorhandenen gesamten Acetaldehyds, so daB 
ohne Fehler die durch Titration ermittelte Acetaldehydzahl als MaB 
fir den wirklich entstandenen Acetaldehyd gelten kann. 

Es zeigte sich also, daB bei Vergirung der Ketosiure in Gegenwart 
von Sulfit praktisch aller Aldehyd in die carboxylatische Spaltung 
hineingezwungen und vor sekundiren anderen Umwandlungen be- 
wahrt wurde. 

d) 30,0cem m-Brenztraubensiure, 30.0ccm m-Dinatriumsulfit 
und 30,0 ccm Essigsiure-Natriumacetatpuffer mit 210ccm Wasser 
sowie 3ccm Toluol versetzt. Nach Einriihren von 45g untergiriger 
Trockenhefe (Material der Engelhardtbrauerei Berlin) blieben die 
Ansitze 5 Tage bei Zimmertemperatur stehen; in 200,0cem Gargut 
waren 0,511 g Acetaldehyd, das ist 58,07 Proz. der theoretisch méglichen 
Menge, vorhanden. 

e) Eine ganz entsprechende Versuchsreihe mit Engelhardt-Trocken- 
hefe bei 37° im Brutschrank ergab in 200,0 com Giargut 0,678 g Acet- 
aldehyd, so daB hier 77,04 Proz. der angewendeten Brenztraubensaure 
umgesetzt waren. 

Der gleichzeitig mit Ansatz e) an 10,0 ccm abgezweigten Girgutes 
im GasmeBapparat vorgenommene Sonderversuch fithrte dazu, daB 
wihrend der Dauer der Digestion 18,5 cem CO, (19°, 745 mm) innerhalb 
3 Tagen entwickelt wurden. Das entspricht einer Menge von 32,65 mg 
Kohlendioxyd oder einer Decarboxylierung der Brenztraubensiure zu 
74,2 Proz. Die Bestimmung des Acetaldehyds hatte, wie zuvor mit- 

20* 
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geteilt is., 77 Proz. der theoretischen Méglichkeit geliefert, so daB hier ein 
unbedeutendes Plus an Acetaldehyd gefunden war. Die Ubereinstimmung 
muB als ausreichend erachtet werden, da die Differenzen an sich inner. 
halb der Fehlergrenzen liegen und weil hinzukommt, daB ein kleines 
Manko an Kohlensiure ja infolge Absorption des Gases durch Wasser 
eintreten kann. 

Zur Fahndung auf etwa gebildetes Acetoin wurden in den An. 
sitzen mit Engelhardt-Trockenhefe 130,0 ccm der ausgegorenen und 
filtrierten Maische aus dem im Voranstehenden geschilderten Grunde 
mit 750cem Alkohol ausgefallt und das Filtrat samt dem Wasch. 
alkohol mit p-Nitrophenyl-hydrazin-acetat versetzt. Nach einigem 
Stehen wurden 700 ccm Fliissigkeit — hauptsichlich Sprit — innerhalb 
214 Stunden abdestilliert. Aus dem Riickstande schied sich eine 
winzige Menge Substanz ab, die aus violettstichigen Nadeln bestand 
und in Alkohol und Ather unléslich war. Die Menge dieser Verbindung 
war so spirlich, daB sie eben durch ihren Schmelzpunkt von 312° als 
p-Nitrophenyl-osazon des Acetoins zu kennzeichnen war. 


Bei der Ausfiihrung dieser Untersuchungen standen uns Mittel 
aus der Hajime Hoshi-Stiftung zur Verfiigung. Es ist uns ein 
Bediirfnis, Herrn Hoshi und dem JapanausschuB der Notgemeinschajt 
der deutschen Wissenschaft fir die gewahrte Beihilfe unseren Dank zu 
bezeugen. 
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Uber die durch Mangan verursachte Eisenchlorose 
bei griinen Pflanzen. 


Von 
August Rippel. 


(Aus dem landwirtschaftlich-bakteriologischen Institut der Universitat 
Gottingen. ) 


(Eingegangen am 14. Juni 1923.) 


Die Wirkung des Mangans auf die griine Pflanze ist noch durchaus 
mgeklart. Ein notwendiger Bestandteil scheint es nicht zu sein, wenn 
das auch wohl bisweilen angenommen wird. van der Haar') hat z. B. 
fHedera Helix in manganfreier Nahrlésung aus Samen herangezogen 
md darin normale Oxydase gefunden und praparativ daraus hergestellt, 
30 daB die Bertrandsche Theorie”) des Mangangehaltes der Oxydase 
sicher nicht zutrifft. Die Tatsache ferner, daB die Dérrfleckenkrankheit 
des Hafers auf gewissen alkalischen Boden durch Mangansulfat geheilt 
werden kann*), diirfte wohl auf Umsetzungen im Boden auBerhalb 
der Pflanze, nicht auf ein Fehlen von Mangan in dieser zuriickzufiihren 
sein. Weiterhin schreibt man dem Mangan, wozu auch teilweise der 
eben erwihnte Fall gerechnet wird, eine gewisse Reizwirkung auf die 
Pflanzen zu, die aber ebenfalls noch durchaus unsicher ist, wenn es 
sich nicht um Erscheinungen handelt, wie sie sehr viele giftige oder 
_fremde‘ Stoffe in sehr geringen Mengen ausiiben. 

' Beide Fragen sollen uns hier nicht beschiftigen, sondern nur ein 
dritter Punkt: Sicher ist, daB dem Mangan unter Umstinden eine 
gewisse Giftwirkung zukommt im Sinne einer schadlichen Wirkung 
auf das Pflanzenwachstum. Die Schadigung tragt das auBere Geprige 
siner Chlorose. DaB es sich hierbei um eine Eisenchlorose handelt, 
vermutet ('..pek*) aus einigen in der Literatur vorliegenden Unter- 
suchungen, die wenigstens so viel erkennen lassen, da ein gewisser 


1) A. W. van der Haar, diese Zeitschr. 113, 19—38, 1921. 
2) G. Bertrand, C. r. 124, 1032. 
8) Vgl. z. B. R. Scherpe, Arb. d. biol. Reichsanst. 10, 307, 1921. 
4) F. Czapek, Biochemie der Pflanzen, 2. Bd., 2. Aufl., 8. 500, 502 — 503. 
Jena 1920. 
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Antagonismus zwischen Fe und Mn besteht, derart, daB Mn die Wirkung 
von Fe herabsetzt. Jedoch fehlt bei diesen Untersuchungen!), a). 
gesehen davon, daB der eine (Pugliese) nur Lingenmessungen angibt, 
der Nachweis, daf die durch Mn verursachte Schidigung durch ver. 
stirkte Fe-Zufuhr wieder geheilt werden kann; auBerdem wurdey 
keine Eisenbestimmungen ausgefiihrt, wodurch der eigenartige Fe-Mp. 
Antagonismus sich erst genauer wird bestimmen lassen. (Von der 
unter rein praktischen Bedingungen ausgefiihrten Untersuchung von 
Johnson kann hierbei wohl abgesehen werden.) Diese Liicken sind 
in der folgenden Mitteilung ausgefiillt. 


Als Versuchspflanze diente Hafer, der in Wasserkultur gezogen wurde; 
als Nahrlésung wurde die von der Cronesche Nihrlésung. verwendet?), 
nur mit dem Unterschied, daB statt Ferro- Ferriphosphat verwendet wurde. 
Das war fiir den vorliegenden Zweck sehr von Vorteil, insofern, als eine 
Eisenchlorose um so leichter auftritt, da die Pflanzen in dieser Léisuny 
an sich schon zur Eisenchlorose neigen. Das zeigte sich beim Hafer in den 
vorliegenden Falle vor allem in dem Jugendstadium der Haupt- und Be. 
stockungsprozesse, eine Erscheinung, die jedoch spiter voriibergeht. Fs 
mag tibrigens darauf hingewiesen werden, daB die Eisenaufnahme hier 
anscheinend nicht aus der Lésung, sondern aus den direkt mit den Wurzeln 
in Beritihrung kommenden Eisenphosphatpartikelchen erfolgt. Der Riick. 
gang der anfanglich schwachen Chlorose erklirt sich dann einfach aus der 
starkeren Verzweigung des Wurzelsystems, die das Ansiedeln der Teilchen 
sehr erleichtert. Man nimmt sonst meist Aufnahme aus der Lésung an 
[vgl. z. B. Benecke und Appel*)). Doch kann diese Frage hier nicht ent- 
schieden werden (vgl. auch 8. 318 und 323). 

Verwendet wurden Flaschen von je 1 Liter Inhalt; jede erhielt zwei 
vorgekeimte Pflanzchen. Die Fliissigkeit wurde ab und zu, wie iiblich, 
erneuert, natiirlich bei allen stets zu gleicher Zeit. 

Versuch 1: 12. Mai bis 17. Juni 1922. Samen auf mit Leitungswasser 
angefeuchtetem FlieBpapier vorgekeimt, dann in Reagenzgliser mit wenigen 
Tropfen Nahrlésung weiter gezogen, bis eben das zweite Blatt erschien; 


1) A. Pugliese, Suila biochimica del manganese. Atti reale istituto 
d’incoraggiamento di Napoli, ser. VI, 65, 289—315, 1914. W. E. Tottingham 
und A. J. Beck, Die Wirkungen von Mangan und Eisen auf die Entwicklung 
des Weizens (englisch). The plant world 19, 359—370, 1916; nach Referat 
in Intern. agrartechn. Rundsch. 1917, S. 366. M.0O. Johnson, Journ. 
of Ind. and Engin. Chem. 9, 47—49, 1917. Auf stark MnO,-haltigem Boden 
trat bei Ananas schlechtes Wachstum ein, die Eisenaufnahme soll herab- 
gesetzt gewesen sein; Bespritzen mit Eisenvitriol soll geheilt haben. Ref. 
Chem. Centralbl. 1, 280, 1918. Fr. Weiss, Kongr. Vet.- og Landbohéshole 
Aarskrift 1919, 8. 239—280; ref. Chem. Centralbl. 3, 99, 1920. Mangan- 
sulfat tibt keinen giinstigen Einflu8 auf das Wachstum aus. Genaueres 
aus dem Referat nicht erkennbar. 

*) von der Crone, Dissertation Bonn, 1904. Die Lésung enthilt auf 
1 Liter Wasser 1g KNO,, 0,5g MgSO, + Aqu, 0,5g CaSO, + Aqu, 
je 0,25 g Fe,(PO,), und Ca,(PO,),. 

’) W. Benecke, Zeitschr. f. Botanik 1, 235—252, 1909. M. Appel, 
ebendaselbst 10, 145—158, 1918. 
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darauf wurden sie in die KulturgefiBe gebracht, zunichst mit */,, Nahr- 
jésung. Nach 3 Tagen erhielten die einen 0,01 g Mangansulfat . 4 H,O, 
6 Tage nach Ansatz in 4% Nahrlésung und zum Teil mit 0,025 g MnSOQ,, 
10 Tage nach Ansatz volle Nahrlésung, die einen mit 0,05 g Mn SO,. Ernte 
bei beginnender Rispenbildung, die gleichzeitig an je zwei GefiBen mit 
und ohne Mangan eintrat. 

Das dritte erscheinende Blatt war etwas chlorotisch, anscheinend 
etwas mehr bei den Manganpflanzen. Nach dem Erscheinen des vierten 
Blattes verschwanden die chlorotischen Erscheinungen, doch waren 
die Manganpflanzen schwiicher. Charakteristisch war ferner, daB die 
juBerlich noch sitzenden Spelzenreste (die jetzt entfernt wurden) bei 
den: Manganpflanzen schwarz und verfault aussahen, wahrend sie bei 
den Pflanzen ohne Mangan nur ganz schwach und farblos verschimmelt 
schienen; diesen Unterschied zeigten alle Pflanzen, die im tbrigen 
jedoch véllig gesund waren. Am 27. Mai beginnt die Bestockung bei 
zwei Pflanzen ohne Mangan; die Pflanzen mit Mangan sind zweifellos 
etwas zuriick; nach dem Beginn der Bestockung werden wieder chloro- 
tische Erscheinungen besonders an den Bestockungssprossen deutlich 
sichtbar bei den Manganpflanzen; dies bleibt langere Zeit so; erst vom 
9. ab bessern sie sich und sind vom 17. an wieder ziemlich verschwunden 
bis auf ein GefaB der Manganpflanzen. Den Trockensubstanzertrag 
zeigt nachfolgende Tabelle I. 




















Tabelle I. 
Hafer, g Trockensubstanz. 

Ohne Mangan Ae ADOT Shenae ee Mit ‘Mangan 2 

Wurzeln oberirdische Substanz Wurzeln oberirdische Substanz 
1,78 | 4,07 1,59 3,13 
1,86 4,16 1,99 4,04 
2,20 4,35 1,76 3,43 
NS ee See ee ae ee 
2,06 4,32 1,81 3,57 
+ 0,116 + 0,10 | + 0,063 + 0,15 
, — 6,25 — 0,75 
Differenz +013 + 0,18 

Gesamtdifferenz —1,00 + 0,22 


Die Manganpflanzen zeigten also in der oberirdischen Masse einen 
deutlich geringeren Ertrag (die Differenz iibersteigt die wahrscheinliche 
Schwankung um das 4,2fache), entsprechend den friiher wahrend der 
Vegetationszeit in stirkerem Mafe aufgetretenen chlorotischen Er- 
scheinungen. Bei den Wurzeln der Manganpflanzen ist ebenfalls ein 
Minderertrag festzustellen, doch iiberschreitet die Differenz nicht die zu- 
lissige Schwankungsgrenze (etwa das Zweifache der wahrscheinlichen 
Schwankung). Die Gesamtdifferenz ist mit dem 4,5fachen der wahr- 
scheinlichen Schwankung als ein Minderertrag der Manganpflanzen 
21° 
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gesichert. In Prozenten ausgedriickt, hitte das Wurzelsystem 12,1. 
die oberirdische Masse 17,4% durch den Einflu8 des Mangansulfats 
eingebiiBt. 

Es sei jedoch bei dieser Gelegenheit einmal nachdriicklich daray{ 
hingewiesen, daB derartige Berechnungen oft sehr wenig Wert haben, 
namentlich, wenn nicht geniigend Parallelen vorhanden sind, wie an 
es bei zahllosen Beispielen in der Literatur findet. Die betriachtlichen 
wahrscheinlichen Schwankungen sagen uns ohne weiteres, daB das Ver. 
haltnis auch umgekehrt sein kénnte, wenn namlich die tatsachlichen Werte 
bei den oberirdischen Teilen der Manganpflanzen héher, bei den Wurzeln 
tiefer liegen wiirden, als wir sie gefunden haben. Tottingham-Beck haben 
iibrigens bei der oberirdischen Pflanzensubstanz einen Mehrertrag, bei 
den Wurzeln einen Minderertrag durch Mangan festgestellt, es liegt nahe, 
diese Feststellung mit dem Fehlen der wahrscheinlichen Schwankung zu 
erklaren, deren Vorhandensein sofort AufschluB iiber die Méglichkeit eines 
tatsichlichen Mehr- oder Minderertrages gegeben hatte. 


Es sollte nunmehr festgestellt werden, ob durch Eisen die Chlorose 
bei Gegenwart von Mangan behoben werden kann, ob also Mangan 
nicht etwa eine andere direkte Giftwirkung ausiibt. 


Versuch 2: 22. Juni bis 8. Juli 1922. Die Pflanzen wurden zunichst 
wie die von Versuch 1 behandelt, erhielten aber alle Mangansulfat, und 
zwar die doppelte Menge, also 0,05 g in der halben, 0,1 g in der vollen 
Nahrlésung. Am 1. Juli waren alle Pflanzen infolge der starkeren Mn 
Konzentration duferst chlorotisch und schlaff. Am 2. Juli erhielten je 
drei GefiBe je 0,25 g Fe,Cl,, drei weitere zum Ausgleich der Cl-Konzen- 
tration die entsprechenden Mengen NaCl; in dieser Lésung blieben sie 
3 Tage. Dann wurden sie in die Mangannahrlésung zuriickversetzt. Die 
Eisenchloridpflanzen entwickelten sich sehr schlecht und wurden zuerst 
immer kiimmerlicher. Nach einigen Tagen entwickelten sie jedoch schine 
tiefgriine Blatter, wahrend die Wurzeln sich nicht weiter entwickelten; 
sie blieben (durch Eisen) gebriiunt. Versuch abgebrochen. 

Eine giinstige Eisenwirkung ist also unverkennbar. Die sonstige 
schlechte Entwicklung der Eisenpflanzen, vornehmlich also ihre Wurzeln, 
liegt offenbar an der bekannten giftigen Wirkung des Eisenchlorids bei 
starkerer Konzentration. Es mag bei dieser Gelegenheit darauf hingewiesen 
werden, da® diese Giftwirkung sehr wahrscheinlich auf die hydrolytische 
Spaltung des Eisenchlorids zuriickzufiihren ist. Die Wurzeln sind tief 
rotlich braun gefirbt, offenbar von ausgefilltem Eisenhydroxyd; die ent- 
stehende Salzsiure wird dabei giftig wirken miissen. Sie scheint aber 
nach dieser Beobachtung nicht so sehr von der Lésung aus, wie das sonst 
angenommen wird (vgl. oben), sondern unmittelbar an oder in der Pflanze 
selbst anzugreifen, wie die dort erfolgte Ausfallung des Eisens zeigt. 

Versuch 3: Es wurde nunmehr ein neuer Versuch angesetzt, 10. bis 
30. Juli 1922. Der Versuch war wie der vorige; doch wurde Eisen in Form 
von Eisenhydroxyd in die Nahrfliissigkeit geriihrt; das Eisenhydroxyd 
wurde aus Eisenchlorid durch Fallen mit Ammoniak und nachfolgendem 
Auswaschen bis zum Verschwinden der Chlorreaktion hergestellt. — In 
dieser Eisenlésung verblieben die betreffenden Pflanzen zweimal je 3 Tage. 


Vorher waren alle Pflanzen sehr chlorotisch; die Eisenpflanzen 
erholten sich sehr schnell und sahen dann schén dunkelgriin aus, wihrend 
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Durch Mangan verursachte Eisenchlorose bei griinen Pflanzen. 319 


die ibrigen nach wie vor véllig chlorotisch blieben. AuBerer Umstiinde 


halber wurde der Versuch nach 3 Wochen abgebrochen; die ober- 
irdische Masse ergab Trockensubstanz (Tabelle II). 


Tabelle II. 











Ohne Eisen Mit Eisen 





0,19 | 0,45 
0,20 | 0,44 
0,21 0.38 
0,21 0,62 


0,20 +001 047 + 0,06 
Differenz + 0,27 + 0,06 

Man sieht also, was, wie hervorgehoben, schon auBerlich zu er- 
kennen war, dafB eine typische Eisenchlorose vorlag. Mangan tbt 
also keine allgemeine Giftwirkung aus, sondern wirkt irgendwie auf 
die Eisenverbindungen ein, indem es deren Aufnahme oder deren 
Wirkung verhindert. Dieser sehr wesentliche, bisher noch nicht beachtete 
Punkt sollte nun noch gekliirt werden durch Bestimmung des Eisen- 
gehaltes der erzielten Pflanzen. 

Vorerst mag jedoch noch auf etwas anderes hingewiesen werden: 
Die gesunden (Eisen-) Pflanzen des letzten Versuches (3) zeigten beim 
Veraschen eine deutlich griine Asche, also schon ohne weiteres die 
Manganreaktion. Schmelzen mit Soda und Salpeter ergab eine intensiv 
griine Schmelze. Mangan war also in merkbaren Mengen aufgenommen 
worden. Es ist das immerhin nicht ganz unwichtig zu betonen, da 
sich die Pflanzen, wie bekannt, sehr verschieden verhalten in ihrem 
Mangangehalt. Den bekannten Beispielen sei folgendes sehr instruk- 
tive noch beigefiigt: Der Apfelbaum zeigt qualitativ (Manganschmelze 
und Kochen der Asche mit Bleisuperoxyd und Salpetersiure zum 
Nachweis des gebildeten Permanganats) keine Spur von Mangan; 
die Eberesche dagegen sehr viel; beide wurden von mehreren Stand- 
orten untersucht!). Darauf wurde ich aufmerksam bei gelegentlicher 
Aschenuntersuchung der Mistel, die, vom Apfelbaum genommen, keine 
Spur, von Eberesche erhebliche Manganmengen zeigte. Wahrend 
also Apfel und Eberesche offenbar ganz verschieden gegen Mangan 
reagieren, ist die Laubholzmistel indifferent (Tannen- und Kiefermistel 
zeigen iibrigens, ihrem Substrat entsprechend, viel Mangan). 

Wire also Mangan vom Hafer nicht aufgenommen worden, so 
kame von vornherein hier lediglich eine Verhinderung der Eisenaufnahme 
in Frage; so mu8 man jedoch noch mit der Verhinderung der Hisen- 
wirkung rechnen. 


1) Es sind das also 2 Pflanzen derselben Familie (Rosaceen). 
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320 A. Rippel: 


Eisenanalysen zu Versuch 1. Das Eisen wurde kolorimetrisch, 
in Anlehnung an die von Willstdtter!) angegebene Methode bestimmt. 
Es wurde von der Substanz des Versuches je 1 g mit 10 com Schwefel. 
und Salpetersiure im Kjeldahlkolben aufgeschlossen, die Lésung aut 
50 ccm aufgefiillt und davon 5 ccm mit 1 ccm konzentrierter Salzsiiure 
(eisenfrei; s. weiter unten). versetzt, mit 10proz. Rhodanammonium 
auf 50 aufgefillt und mit einer aus Kisenammoniumsulfat hergestellten 
Lésung von bekanntem Fe-Gehalt kolorimetrisch im* Kolorimeter von 
Gallenkamp-Heele verglichen. Zur Herstellung dieser Lésung wurden 
0,7 g Eisenammoniumsulfat auf 500 ccm aufgefillt, nach vorheriger 
Oxydation mit 25ccm vorher gepriiftem eisenfreien Kénigswasser 
(Salpeter- und Salzsiure wurden vorher destilliert; die destillierte 
HCl auch zu dem obigen Zusatz verwendet) oxydiert, davon 25 ccm 
auf 500 ccm aufgefiillt und 5 ccm wie oben behandelt und als Vergleichs. 
lésung benutzt. Wegen der bald einsetzenden Farbinderung wurde 
die Vergleichslésung bei jedem Vergleich frisch hergestellt. Ferner 
wurde der Eisengehalt der gleichen, zum Aufschlu8 der Substanz 
verwendeten Salpeter-Schwefelsiuremenge bestimmt und die gefundene 
Zahl abgezogen. Der Eisengehalt des Rhodanammoniums kam nicht 
in Frage, da er nicht erkennbar war; im iibrigen wire der Fehler ja 
auch iiberall der gleiche, was auch fiir die AufschluB-Salpeter- und 
Schwefelsiure gilt. Die richtigen absoluten Werte ergeben sich ja durch 
Abzug der blinden Bestimmung (deren Eisengehalt aber natiirlich im 
Interesse der Genauigkeit der Bestimmung nicht allzu erheblich werden 
darf). Notwendig ist dagegen Eisenfreiheit der zur Vergleichslésung 
benutzten Reagenzien. 

Versuch 1 ergab, nach. Abzug von 20 der blinden Bestimmung, 
die Zahlen der Tabelle III, also einen véllig gleichen Eisengehalt, der 
im Mittel der beiden Zahlen (37,1) 0,0186% Fe oder 0,0534% Fe, 0,, 
auf Trockensubstanz bezogen, ergibt. 


Tabelle III 
(oberirdische Substanz der Tabelle I; gleiche Reihenfolge). 














| Ohne Mit 
Mangan Mangan 


Vergleichslésung 








100 35 48 + 
42 32 
45 + 32 
= 0,00005 g Fe 33 + 30 + 
35,5 | 388 
Da nun bei diesem geringen Eisengehalt die Kolorimeterablesungen 
etwas unsicher erscheinen konnten, wenn auch die Farbung noch 











1) R. Willstdtter, Ber. 58, 1152, 1920. 
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ausreichend intensiv genug war, so wurden folgende Kontrollbestim- 
mungen ausgefiihrt: Aus jeder Reihe (mit und ohne Mangan) wurden 
ie 10cem in gleich groBe, ausgesuchte Reaganzgliser abpipettiert, 
ie 5cem Rhodanammonium hinzugefiigt und die vier Proben einer 


Reihe so durch einen unbeteiligten Herrn (Herr Littauer hatte die © 


Freundlichkeit, diese Ablesungen zu machen) gegen weiBes Papier in 
der Durchsicht von oben verglichen: Es wurde die gleiche Intensitits- 
ordnung wie durch das Kolorimeter gefunden. Weiterhin wurde aus 
jeder Reihe je die héchste und niedrigste Probe (in Tabelle III mit 
einem + bezeichnet) auf diese gleiche Weise untereinander verglichen 
und auch so die frither festgestellte Abstufung gefunden, wie sie sich 
aus der getrennten Untersuchung ergab, so daB die Werte als vollig 
sicher gelten kénnen. 

Eisenanalysen zu Versuch 3. Von Versuch 3, der auf gleiche Weise 
untersucht werden sollte, stand nur wenig Material zur Verfiigung. 
Es wurden hier 0,18 g Trockensubstanz (so viel also, wie von der nie- 
drigsten Probe analysiert werden konnte) in kleinen Kélbchen mit 
5cem konzentrierter Schwefelsiure und 3 ccm konzentrierter Salpeter- 
siure (die in dreimaliger Gabe zugesetzt wurde) aufgeschlossen, auf 
25 cem aufgefillt und davon 10 ccm mit 10 cem der obigen Vergleichs- 
lésung, wie oben angegeben, im Kolorimeter verglichen. Die entsprechen- 
den Zahlen, nach Abzug von 8 der blinden Bestimmung, finden sich 
in Tabelle IV. 


Tabelle IV 
(oberirdische Substanz der Tabelle II; gleiche Reihenfolge). 





Vergleichslésung Ohne Eisen Mit Eisen 


100 10 | 164 

17+ | 12 

15 | 13 
= 0,0001 g Fe i 1] + 10 + 
133 | 128 


Auch hier ergaben also beide Reihen die gleichen Eisenwerte, im 
Mittel 13,1 = 0,0182% Fe oder 0,0521% Fe,O,, auf Trockensubstanz 
bezogen, mithin also dieselbe Zahl wie in den Analysen zu Versuch 1. 
AuBerdem geht hieraus weiter hervor, daB der prozentige Eisengehalt 
der auBerst chlorotischen und derjenige der sattgriinen Pflanzen 
genau der gleiche ist. Absolut ist natiirlich, infolge der erhéhten Trocken- 
substanz, mehr aufgenommen. 

Auch bei dieser Reihe wurden die im Kolorimeter erhaltenen 
Werte in derselben Weise untereinander verglichen (die angekreuzten 
Werte) wie bei den Analysen zu Versuch 1 mit dem Ergebnis, daB 
auch hier die Kolorimeterfeststellungen in Hinsicht auf die Abstufung 
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322 A. Rippel: 





der gefundenen Werte bestitigt wurden. Es wurden ferner in Reagen;. 
glisern Versuch 1 und 3 miteinander verglichen auf folgende Weise: 
Von Versuch 3 (Tabelle IV) wurden von der Reihe ohne Fe von der 
zweiten Probe (mit der Vergleichszahl 17; in Tabelle 1V Fettdruck) 
5ccm, von Versuch | (Tabelle III) von der Reihe ohne Mn von der 
zweiten Probe (mit der Vergleichszahl 42; in Tabelle III Fettdruck) 
3,75 ccm, die mit destilliertem Wasser auf 5ccm aufgefiillt wurden, 
miteinander verglichen; auf diese Weise war die Substanzmenge der 
beiden Proben, die auf die zu vergleichende Lésung entfiel, die gleiche, 
und beides waren hohe Werte beider Versuche. Es ergab sich absolute 
Farbengleichheit. Ferner wurde von Versuch 1 dieselbe Probe mit 
der vierten Probe in Versuch 3 (Tabelle IV, Vergleichszahl 10; in 
Tabelle IV Fettdrueck), also einem niedrigen Wert, verglichen: das 
Ergebnis war schwicherer Farbton der letzteren. Auf diese Weis 
sind also die Ergebnisse der angefiihrten kolorimetrischen Eisen. 
bestimmungen relativ und absolut untereinander vollig in den in den 
beiden Tabellen III und IV niedergelegten GréBenordnungen gesichert. 

Es geht hieraus mit gréBter Eindeutigkeit hervor, dap in dem 
vorliegenden Falle der relative Eisengehalt der extrem chlorotischen wnd 
der sattgriinen Haferpflanzen vollig der gleiche war, dap mithin das 
Mangansulfat nicht die Eisenaufnahme, sondern die Eisenwirkung ver- 
hindert hat. 

Natiirlich besteht trotzdem die Méglichkeit, daB unter anderen 
Verhiltnissen Mangan auch eine Eisenaufnahme verhindern kann: 
wie oben erwahnt, will Johnson das festgestellt haben; doch kann 
ich tiber seine Methode mangels der Vorlage der Originalarbeit kein 
Urteil fallen. Die vorliegenden Versuche scheinen mir aber zu zeigen, 
daB die Verhinderung der Eisenwirkung eine wesentlichere Rolle spielt. 





























Ein kurzer Hinweis auf die Natur der verwendeten Mangan- 
verbindung scheint mir noch notwendig zu sein. Es wurde hier Sulfat 
angewendet. Man kann sich nun leicht davon iiberzeugen, daf ein 
Zusatz von Sulfaten zu Eisenchlorid (also von Na,SO,, K,S0Q,) sehr 
schnell und intensiv Eisenhydroxyd ausflockt, wihrend bei einem 
aiquivalenten Zusatz von Chloriden (NaCl, KCl) eine Ausflockung 
erst nach sehr viel laingerer Zeit und dann auch nur in sehr gering- 
fiigigem Grade eintritt. Es handelt sich hier zweifellos um die gleiche, 
vom kolloidalen Eisenoxyd bekannte Erscheinung!). DaB in dem vor- 
liegenden Falle, bei der Darreichung des Mangans als Sulfat, eine 
ahnliche Erscheinung mitspielen kénnte, ist jedoch nicht wahrscheinlich, 
da die verwendete Nahrlésung an sich schon sehr sulfatreich ist. Die 
















1) R. Zsigmondy, Kolloidchemie, 4. Aufl., 8. 268 ff. Leipzig, O. Spamer, 
1922. 
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Reag Nz. 
ie Weise: 

von der 
ettdruck) 


von der 


verwendete stirkste Mangangabe betrug 0,1g MnSO,+ Aqu im 
Liter bei gleichzeitiger Gegenwart von 0,5g MgSO, + Aqu und 
0,5 g CaSQ,; es ist also wohl ausgeschlossen, daB dies geringe Mehr 
an Sulfaten die geschilderte vernichtende Wirkung in Versuch 3 gehabt 
haben kénnte. Natiirlich mii&te man auch weiterhin diese Vorginge 




































etidruck) nur im Innern der Pflanze suchen, da, wie Versuch 3 zeigt, Eisen- 
wurden, hydroxyd sehr leicht durch die Wurzeln aufgenommen wird. Aufer- 
Pnge derff dem haben Pugliese mit Mangannitrat, T'ottingham- Beck mit Mangan- 
 gleiche, chlorid ebenfalls die Herabsetzung der Eisenwirkung beobachtet 
absolute (s. oben). 
obe mit Welcher Art die Ursachen der geschilderten Manganwirkung sind, a 
10; in kann natiirlich nach den vorliegenden Versuchen nicht entschieden iv? 
en: das werden. Es sei nur darauf hingewiesen, da chlorotische Erscheinungen s 
© Weise offenbar durch eine Anzahl von Kationen hervorgerufen werden kénnen ; a 
Kisen. das war fiir das Calcium bekannt und ist neuerdings durch Maiwald *) 
| in den auch fiir Kalium, Natrium, Magnesium wahrscheinlich gemacht. Dab 
sichert, die Eisenchlorose bei diesen Elementen jedoch nur bei gewissen Pflanzen aS 
in dem bzw. unter gewissen Umstiinden, d. h. vor allem bei einem grofen oF 
en und UberschuB des betreffenden Elementes, eintritt, dirfte ungezwungen ae 
hin das mit ihrer Rolle als Pflanzennihrstoffe erklirt werden kénnen: Da ey - 
mg ver- sie im Stoffwechsel sofort weiter: verwendet werden, wird es normaler- + 
weise nicht zu einer schidlichen Anhaufung oder Umsetzung kommen. Re 
inderen Bei dem stoffwechselfremden Mangan dagegen kénnten eben auch e 
kann; geringe Mengen die schadliche Wirkung ausiiben. Es sei dann noch : 
1 kann darauf aufmerksam gemacht, daB es sich bei den Chlorose hervor- ? 
it kein rufenden Elementen um solche handelt, die in der Spannungsreihe a) 
zeigen, tiber dem Eisen stehen; es wire sehr wiinschenswert zu wissen, ob sie aa 
spielt. deshalb befihigt sind, das Eisen aus den wirksamen Verbindungen ; 
angan- in der Pflanze zu verdringen. Sehr wesentlich von diesem Gesichts- 
Sulfat punkte aus wire es, die schidliche Wirkung des in der Spannungs- 
af cin reihe unter dem Eisen stehenden Kupfers zu kennen, ob also durch : 
) sehr di2ses Element ebenfalls Chlorose hervorgerufen werden kann oder ; 
einem ob die Schadigungen anderer Natur sind. 
ckung Zusammenfassung. 
amg Mangan vermag in Form léslicher Mangansalze in Wasserkultur 
eiche, bei Hafer Chlorose hervorzurufen, die sich durch verstirkte Eisen- 
eal zufuhr wieder heilen laBt. Der prozentige Eisengehalt der chlorotischen 
— und der sattgriinen Pflanzen ist véllig gleich, so daf also in erster 
“ Linie nicht die Eisenaufnahme, sondern die Eisenwirkung durch Mangan 
1e 






verhindert wird. 


1) K. Maiwald, Dissertation Breslau, 1923. 
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Uber die Ernihrung der autotrophen Bakterien. 


Von 
Oscar Loew, Miinchen. 


(Eingegangen am 16. Juni 1923.) 


Es gibt wohl keinen gréBeren Gegensatz bei den Ernahrungs.- 
verhiltnissen als den der Kohlenstoffassimilation bei griinen Pflanzen 
und den autotrophen Bakterien. Dort ein komplizierter Apparat mit 
einer Grundlage von lebendem Protoplasma und einem Farbstoff, der 
die gelben und roten Strahlen absorbiert und deren spezifische Energie 
verwerten hilft, hier Abwesenheit eines speziellen Apparates. Dort 
ist Licht notwendig, hier nicht. Dort Auftreten freien Sauerstoffs, 
was hier nicht nachweisbar ist. Dort groBe Wirksamkeit der funk- 
tionierenden Vorrichtung, welche bis zu 13000 kg organischer Materie 
pro Hektar in einem Sommer aus Kohlensiure erzeugen kann, hier 
aber ein auBerordentlich langsamer und schwieriger Vorgang, durch 
den organische Stoffe selbst kaum grammweise im Laboratorium 
erzeugt werden kénnen!). 

Es ist kaum denkbar, daB der Chemismus der Kohlensaure- 
verwertung in beiden Fallen derselbe ist; denn es wiirde sich wohl 
kaum ein so komplizierter Apparat wie der Chloroplast phylogenetisch 
entwickelt haben, wenn die Kohlenséureassimilation auch ohne den- 
selben in einer einigermafen befriedigenden Art verlaufen kénnte. 

Da bei der Kohlensiureassimilation der erste organische Kérper 
nur der Formaldehyd sein kann, welcher die Grundlage nicht nur 
von Kohlehydraten, sondern auch bei der EiweiSbildung?) ausmacht, 
so fragt es sich zuniachst, wie kénnen die autotrophen Bakterien aus 
Kohlensiure Formaldehyd bilden ? Offenbar miissen sie viele Molekiile 
der Substanz oxydieren, ehe es mit Hilfe derselben einmal gelingt. 


1) Ich habe vergeblich versucht, bei nitrifizierenden Bakterien durch 
Begiinstigung der Lebensbedingungen eine einigermafen erhebliche Menge 
organischer Substanz zu erzeugen. Bei 6 Liter Nahrlésung betrug bei 
guter Nitrifikationstatigkeit die Menge der erzeugten Bakterienmasse nach 
4 Wochen im Dunkeln noch nicht einmal 0,1 g. 

2) Diese Zeitschr. 41, 224. 
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O. Loew: Ernaéhrung der autotrophen Bakterien. 






der Kohlensiure CO,H, zwei Atome Sauerstoff zu entreiBen, deshalb 
ist gegeniiber dem Respirationsvorgang (a) der Reduktionsvorgang 
bei der Kohlensiure (b) nur gering. Suchen wir diese Verhiiltnisse 
durch Gleichungen darzustellen, so haben wir: 
Autotrophe Bakterien: 
Nitrosomonas’): 4 


a) NH, +30 — NO,H + H,0. = 











b) CO,H, + NH; + 0 —> CH,0 + NO,H + H,0. : 
Nitrobakterium: si 
a) NO.K+ 0 — NO,K. a 





b) CO,H, + 2NO,K — CH,0 + 2NO,K. 
Schwefelbakterien, Beggiatoa usw.: 

a) HS +0 — 8+ H,0;8+H,0+30 — SO,H,. 

b) CO,H, + 2H,S — CH,0 + 2S + 2H,0. 

Thiobacillus denitrificans: 
a) 6KNO, +58 + 2CaCO, — 3K,80, + 2CaSO, 
+ 2CO, + 3 N,. 
b) CO,H, + S+0+H,0 — CH,0 + SO,H,. 
Hydrogenomonas: 7a 

a) 2H, + O, — 2H,0. 

b) CO,H, + 2H, — CH,0 + 2H,0. 

Der Energie liefernde Proze8 steht in keiner engeren quantitativen “ie 
Beziehung zum assimilierenden ProzeB. Ist einmal der Formaldehyd 
gebildet, so wird er sehr rasch, bevor man denselben nachweisen kann, 
zu Kohlehydrat bzw. EiweiB weiterverarbeitet. 

Was das Bacterium hydrogenomonas betrifft, so hat sein Ent- 
decker Lebedeff den SchluB gezogen, da® hier die ,,Chemosynthese 
und die Photosynthese ein und derselbe ProzeB‘ ist, weil das Ver- 
hailtnis von O,: H, in seinen Versuchen sich zugunsten der Sauerstoff- 
menge relativ gedndert hatte. Allein eine solche Anderung kann auch 
durch Wasserstoffverbrauch bei der Kohlensiurereduktion herbei- 
gefihrt worden sein. 

Der Schlu8 Lebedeffs ist um so sonderbarer, als er selbst die inter- 
essante Tatsache beobachtete, daB seine Hydrogenomonasbakterien 
mit Hilfe von Wasserstoff der Kohlensiure Sauerstoff entziehen kénnen. 

‘Da bei diesem Versuche freier Sauerstoff abwesend war, war auch 
die Langsamkeit des Vorganges leicht erklirlich. Denn es fehlte die 
Unterstiitzung durch die Energie, welche durch die Respirationstatigkeit 
gewonnen wird. 























LONE SnD: 

















1) Diesen speziellen Vorgang habe ich schon vor geraumer Zeit einmal 
im Botanischen Centralblatt besprochen. 

















Experimentelle Untersuchungen iiber den Einflu6 der Zellsalze 
auf EiweiSstoffwechsel, Gaswechsel und Kérpergewicht. 





Von 
Kazuo Asada (Kioto, Japan). 






(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des pathologischen 
Instituts der Universitat Berlin.) 









(Eingegangen am 17. Juni 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 





Das Studium des Einflusses von Mineralien auf den Umsatz der 
organischen Substanz im menschlichen und tierischen Kérper ist, 
wie Albu und Neuberg (1) schreiben, einer der altesten Gegenstinde 
der Stoffwechselforschung iiberhaupt gewesen. 


Nachdem in der ersten Halfte des 19. Jahrhunderts Barral (2) bei 
Schafen durch Kochsalzzufuhr eine Begiinstigung der Mastung festgestellt 
hatte, und im Anschlu8 daran ahnliche Versuche an Tieren von Bischoff (2), 
Weiske (2), Feder (2) u. a. ausgefiihrt worden waren, hat im Jahre 1860 
Carl Voit (3) am Hunde gefunden, daB mit steigender Kochsalzzufuhr 
die Quantitat der Harnstoffausscheidung sich vermehrt. Erst die Unter- 
suchung der gesamten Stickstoffbilanz hat aber einen endgiiltigen Auf- 
schlu8 tiber die Frage nach der Abhangigkeit des N-Stoffwechsels vom 
Kochsalz bringen kénnen. Da hat sich dann allerdings die Voitsche Lehre, 
daB das Kochsalz den N-Stoffwechsel steigere und zum Stickstoffansatz 
fiihre, nicht in dieser Allgemeingiiltigkeit aufrechterhalten lassen. Denn 
die Untersuchungen von Dubelir (2) an Hunden, Gabriel (2) an Hammeln, 
Pugliese (2) an Hunden, Pugliese und Coggi (2) bei Menschen stellten nach 
der Kochsalzzufuhr eine nicht unerhebliche Verminderung des Stickstoff- 
umsatzes fest. Dann folgten die Arbeiten von Straub (4), von Rost (5), 
von Gruber (6) und Belli (7), deren Ergebnis im wesentlichen das war, 
da8B kleine Kochsalzmengen eine leichte Férderung des Stickstoffumsatzes 
verursachen, wahrend gréBere Kochsalzmengen entschieden stickstoff- 
sparend wirken. Einen gewissen EinfluB hat auf den Ablauf dieser Er- 
scheinungen der Wasserwechsel, indem nur dann gréBere Kochsalzmengen 
einen gesteigerten Stickstoffumsatz zur Folge haben, wenn durch eine 
damit Hand in Hand gehende erhéhte Diurese der Kérper Wasser verliert. 
Wird bei der verstirkten Kochsalzfiitterung eine erheblichere Diurese 
vermieden, so wirkt das Kochsalz stickstoffsparend. 

Diese Untersuchungen iiber die Stoffwechselwirkungen des Koch- 
salzes waren lange Zeit fast die einzigen, die zu der Frage iiber den Einfluss 
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yon Mineralien auf den Umsatz der organischen Substanz im Kérper vor- 
lagen. Sie beschrankten sich zudem-nur auf den Stickstoffwechsel und 
lieBen das Problem, wie weit etwa das Kochsalz auch den Fett- und Kohle- 
hydratumsatz regulieren kann, ganz unberiicksichtigt. 

Erst in der neuesten Zeit hat man unter dem Eindruck der Errungen- 
schaften der physikalischen Chemie und ihrer Anwendung auf physiologische 
Probleme der Frage nach der Beeinflussung des Umsatzes der organischen 
Substanz im Ko6rper durch Mineralien wieder gré8ere Aufmerksamkeit 
geschenkt und hat, abgesehen von dem Kochsalz, sowohl andere Mine- 
ralien in den Kreis der Untersuchung einbezogen, als auch den EinfluB 
verschiedener Mineralien auf den Umsatz im Ko6rper studiert. Diese Ar- 
beiten wurden ,vielfach auch im Hinblick darauf unternommen, da8 man 
hoffte, durch sie einen Einblick in den Mechanismus der Mineralwasser- 
wirkungen auf den organischen Stoffwechsel zu gewinnen. Hier sind zu 
nennen die Arbeiten iiber den Einflu8 von Alkalien und Kalk auf den 
Harnsaiure- und Allantoinstoffwechsel, aus denen sich ergibt, daB unter 
dem Eindruck der Zufuhr dieser Salze die Harnsiure- und Allantoin- 
ausscheidung vermindert wird, wahrend die gesamte Stickstoffbilanz un- 
verindert bleiben kann, wenn diese Salze, wie es bei den Versuchen geschah, 
in maéBigen Mengen gegeben wurden [Starkenstein (8), Miyadera (9), 
Kaplan (10), Hirsch und Aufrecht (11), Mustafa Kemal (12), Bickel und 
Mustafa Kemal (13) u. a.}. 

Hierher gehéren die Arbeiten von Zuntz, Mdder, Misch und Bing (14), 
aus denen hervorgeht, daf8 Anionen in bescheidenen Mengen eine Ver- 
mehrung des Sauerstoffverbrauchs und eine Steigerung des respiratorischen 
Quotienten bewirken, wahrend den Kationen ein solcher Einflu8 nicht 
zuzustehen scheint; hierher gehéren auch die Arbeiten von Arnoldi (15), 
Arnoldi und Roubitschek (16), wie von Arnoldi und Ettinger (17), Paul 
Mayer (18), Lorant (19) u. a. iiber die Herabsetzung des Blutzuckers durch 
bestimmte Mineralien und die ‘Beobachtungen von Rubner und Rost (20) 
iiber die Beférderung der Fettoxydation durch borsaure Salze und von 
Loewy (21) iiber die gleiche Wirkung der Alkalien. Hier ist auch der Ort, 
an die Arnoldische Auffassung von der regulatorischen Bedeutung der 
Mineralstoffe fiir den Antransport von Brennstoffen aus dem Blute in die 
Gewebe, wie fiir den Abtransport der Stoffwechselschlacken nach auBen 
zu erinnern. 

Diese Literaturangaben, die auf Vollstandigkeit keineswegs An- 
spruch!) machen, mégen geniigen, um das innige Ineinandergreifen 
des Mineralstoffwechsels und des Stoffwechsels der organischen Kérper- 
substanz zu illustrieren. Die Mineralstoffe kommen ebenso wie der 
Stickstoff erst im Zusammenwirken mit den Kohlenstoffverbindungen, 
die nach dem Wasser die Hauptmasse des Kérpers ausmachen, zu 
physiologischer Bedeutung. Der Kohlenstoff ist der feste Angelpunkt, 
um den sich das ganze Geschehen im Kérper dreht. In derjenigen 
Substanz, die letzten Endes der Triiger alles Lebens ist, namlich in 
den lebendigen EiweiSmolekiilen, ist der Kohlenstoff mit Stickstoff 
verkettet, und in diese Bindungen greifen wieder ein die Mineralien, 


1) Literatur findet sich bei Noorden-Salomon, Allgemeine Diatetik. Verlag 
Julius Springer, 1920. Ragnar Berg, Die Vitamine. Verlag 8. Hirzel, 1922. 
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so wie sie es auch bei den stickstofffreien Kohlenstoffverbindungen 
tun kénnen. Teils sind sie in den EiweiBmolekilen fest verankert. 
teils haften sie ihnen locker an und werden beim zellularen Stoffwechse! 
abgesprengt und in Freiheit gesetzt oder wieder eingefiigt. Die Mine. 
ralien finden sich dann in der intra- und perizellulaéren Flissigkeit: 
die Anwesenheit ihrer Ionen innerhalb der EiweiBmasse verleiht dieser 
geradezu ihren kolloidalen Charakter [.J. Loeb (22)], teilt ihr elektrische 
Ladungen mit, wirkt bestimmend auf den osmotischen Druck und 
die Viskositat des EiweiBes, durch. den Eintritt neuer Ionen in das 
Zellinnere werden Anderungen in den elektrischen Ladungen des 
kolloidalen EiweiBes hervorgerufen, dadurch kénnen Ausflockungen 
am EiweiB entstehen oder ausgeflockte Teile kénnen wieder in den 
kolloidalen Zustand zurickgefiihrt werden. Aber auch durch das 
Voriiberziehen der Ionen an den Zellen und ihr Inbeziehungtreten 
mit den Zellgrenzflichen [Héber (23)] kénnen in den elektrischen 
Ladungen der Grenzmembranen oder auch indirekt im Zellinnern 
Veriinderungen hervorgerufen werden, wie denn endlich auch der Durch- 
tritt der Ionen durch die Membran zur Entstehung freier elektrischer 
Ladungen zu fiihren vermag. Wir sehen also, welche Fiille physikalisch- 
chemischer Erscheinungen schon die bloBe Anwesenheit der Ionen, 
ihr Voriiberziehen an den Zellen oder ihre Passage durch die Zellen 
am ZelleiweiB macht, ganz abgesehen von der Tatsache, daB mine- 
ralische Bestandteile geradezu auch eine Komponente im Aufbau 
von EiweiBmolekilen sein kénnen. Wenn es auch trotz der Fiille der 
Tatsachen, die die physikalische Chemie der letzten Jahrzehnte zu 
diesen Fragen des Stoffwechsels beigebracht hat, noch nicht geklirt 
ist, in welcher genaueren Art und Weise nun die Mineralien, die ja 
kaum Energiequellen im K6rper, sondern im wesentlichen nur Energie- 
vermittler [Koeppen (24)] sind, fordernd oder hemmend oder richtung- 
gebend auf die Umsetzungen innerhalb der organischen Substanz. 
auf Anbau und Abbau derselben in ihrem Stoffwechsel einwirken. 
so kann nach MaBgabe der schon vorliegenden Erfahrungen die Tat- 
sache einer solchen Einwirkung nicht geleugnet werden. In einem 
Vortrage auf der Naturforscherversammlung 1922 hat Spiro (25) unsere 
derzeitigen Kenntnisse zu diesem Gegenstande zusammengefaBt. 
Ganz allgemein hat man nun die Frage nach dem Einflu8 von 
Mineralien auf den Umsatz der organischen Substanz in zwei Teile 
zu gliedern, naimlich erstlich in die Doppelfrage, wie sich dieser Stoff- 
wechsel verhalt, wenn die Nahrung an Mineralien insuffizient ist, und 
wie der Stoffwechsel sich andert, wenn man nunmehr die fehlenden 
Mineralien zugibt, zweitens aber in die Frage, wie bei einer an Mineralien 
suffizienten Nahrung eine Zulage von Mineralien auf den Stoffwechse! 
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Bei einer solchen Untersuchung bleibt es aber bei der Ausdeutung 
der Versuchsergebnisse, auch wenn sich die Experimente nur mit einem 
einzigen Mineral befassen, immer eine schwierige Aufgabe, ,,fiir ein 
Element“, wie Pfeffer (26) sagt, ,,genau die wahre Bedeutung und 
die speziellen und generellen Funktionen zu prizisieren, die keineswegs 
ohne weiteres durch denjenigen Erfolg verraten werden, den die Ent- 
ziehung des Elementes zur Folge hat‘. Dasselbe gilt natiirlich auch 
fiir den Fall, daB ein Element im Uberschu8 dem Kérper bei derartigen 
Versuchen zugefiihrt wird. ,,Denn bei der innigen Verkettung des 
ganzen Getriebes werden durch die Sistierung oder die abnorme Ge- 
staltung einer einzelnen Tatigkeit alle tibrigen Funktionen in Mit- 
leidenschaft gezogen, und so gestaltet sich vielleicht gerade eine Reaktion 
besonders auffallig, in welche das fragliche Element gar nicht eingreift.‘ 
Schon die korrelative Verkettung im Organismus bringt es mit sich, 
daB ein Element in vielfacher Hinsicht auslésende Wirkungen erzielt. 
Gerade im Hinblick auf diese Erwagungen schien es gar nicht 
einmal zweckmaBig, zunichst nur ein einzelnes Mineral bei meinen 
vorliegenden Versuchen heranzuziehen. Ich habe vielmehr, da bereits 
der EinfluB des Hauptrepraisentanten der Salze in den zirkulierenden 
Saften, nimlich des Kochsalzes, auf den Stoffwechsel der organischen 
Substanz vielfach untersucht ‘worden war, die ganze Gruppe der so- 
genannten Zellsalze in toto zu meinen Experimenten herangezogen. 
Man kann bekanntlich die Mineralien des Kérpers in zwei Gruppen 
sondern, einmal in sogenannte zirkulierende Mineralien, deren Haupt- 
reprisentant Kochsalz und Calcium sind, besonders das Kochsalz, 
da es eine groBe Wanderungsfahigkeit im K6érper zeigt und vor allem 
in der K6rperflissigkeit sich vorfindet ; dann aber zweitens in sogenannte 
Zellsalze, die sich vornehmlich in den Zellen des Kérpers, und zwar 
vielfach gerade in dem Zellkern verankert finden, und die jedenfalls 
einen integrierenden Bestandteil des zellularen Gebaudes darstellen. 
Zu diesen Mineralien gehért vor allem das Kalium, das Magnesium, 
Eisen und der Phosphor, aber auch in begrenztem Umfange das Calcium. 
Wahrend wir nun iiber den EinfluB des Kochsalzes auf den Stick- 
stoffumsatz, wie ich eingangs zeigte, hinreichend unterrichtet sind, 
wissen wir eigentlich noch verhiltnismaBig wenig iiber den EinfluB 
dieser letztgenannten Zellsalze auf den Stoffwechsel der organischen 
Substanz. Insonderheit fehlen Paralleluntersuchungen Zu jenen Ver- 
suchen mit dem Kochsalz, in denen der EinfluB des Mangels und der 
Zufuhr von diesen Zellsalzen auf den Stickstoffumsatz und das Kérper- 
gewicht gepriift wird, alles natiirlich bei vorhandener geniigender 
Kochsalzspeisung des Organismus. 
Bei derartigen Stoffwechseluntersuchungen mu8 man aber ein 
Moment beriicksichtigen, das in friiheren Versuchen dieser Art meistens 
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unbeachtet blieb, nimlich den Vitamingehalt der Nahrung. Will man 
den Einflu8 einer salzarmen Kost auf den Stoffwechsel priifen, so mufs 
diese Kost geniigende Vitaminmengen enthalten, besonders wenn sich 
der Versuch iiber eine lingere Zeit erstreckt. Das kompliziert natiirlich 
die Versuchsanordnung. 
Bei meinem. Versuche, den ich an einem Hunde anstellte, habe 

ich als Grundnahrung folgende Kost gewahlt: 

Reines WeizeneiweiB'). . . . . . . . 40,00¢ 

Polierter Reis. . .. aie gig a es 

Butter (etwa 30,8 g Fett) ficient eos pines geal ae 

Frischer Citronensaft ....... . 60,00¢ 


TT on ey ar ay a ee 3,00 g 
Aqua destillata cet ee «SOR, OU COM 


Die Kost wurde so zubereitet, daB der Reis mit 750 ccm destil- 
liertem Wasser gekocht wurde, wobei etwa 200 ccm verdampften. 
Dann wurde diesem Reisbrei nach der Abkiihlung das Weizeneiwei’, 
die Butter und der Citronensaft und das Salz zugemischt. Die gesamte 
Flissigkeitsmenge, die das Tier tiglich erhielt, betrug unter diesen 
Umstinden etwa 600 ccm. 

Nach einer Mitteilung aus dem physiologischen Institut der Tier- 
arztlichen Hochschule gelten fiir den Kalorienbedarf der Hunde, gleich- 
viel ob es sich um vegetarische oder animalische Kost handelt, folgende 


Werte: 
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Mein Hund wog, als ich ihn in den Versuch einstellte, 10 kg. Der 
Kaloriengehalt der Grundnahrung betrug 663 Kalorien. Das Tier 
bekam also, auf sein Kérpergewicht berechnet, unter Zugrundelegung 
der obigen Tabelle etwa 73 Kalorien zu viel. Es war also jedenfalls 
kalorisch tiberreichlich ernihrt. 

Die Vitamine erhielt der Hund in der Butter und im Citronensaft. 
Ich hatte nun anfangs nicht 60g, sondern nur 30g Citronensaft ge- 
geben. Diese Menge enthielt zu wenig Vitamin fiir den Kérper, was 
daraus hervorging, daB der Hund zunichst trotz der kalorisch-suffi- 
zienten Nahrung an Kérpergewicht sukzessive abnahm. Sein Kérper- 


1) Das WeizeneiweiB war mir von der chemischen Fabrik von 
Dr. Klopfer (Dresden-Leubnitz) in dankenswerter Weise zur Verfiigung 
gestellt worden. 
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gewicht sank von 10020 auf 8450 g innerhalb von 77 Tagen. Die tigliche 
N-Bilanz anderte sich allerdings in dieser Zeit nur wenig, sie wurde 
aber immerhin allmahlich mehr und mehr negativ. 


In je 7-Tage-Perioden zeigte sie folgende Werte: 


— 0,0197 g N + 0,5158 g N 
+ 0,5095 g N + 0,3748 g N 

+ 0,4562 g N — 0,0754 g N 

+. 0,3218 g N — 0,3020 g N 

+ 0,4290 g N — 0,3190 g N ° 


+ 0,4672 g N 

Dieser Verlauf des Versuches lie in mir den Verdacht aufkommen, 
daB der Vitamingehalt zu gering sei. Ich legte nun der Grundnahrung 
vom 78. Versuchstage an tiaglich im ganzen 60g Citronensaft zu und 
erreichte dadurch, daB vom 78. bis zum 104. Versuchstage das Kérper- 
gewicht fast absolut konstant blieb. Es betrug am 77. Versuchstage 
8450 g und am 104. Versuchstage 8500 g. Die N-Bilanz zeigte in dieser 
Zeit in den einzelnen 6- bis 7-Tage-Perioden folgende Werte: 

+ 0,0735 g N 

+ 0,3349 g N 
+ 0,3086 g N 
+ 0,3181 g N ; 

Es war also durch die Zulage von 30 g Citronensaft mehr als vorher 
erreicht worden, daB das Kérpergewicht auf gleicher Hohe blieb, und 
daB die tigliche Stickstoffbilanz, die eine deutliche Tendenz zur Nega- 
tivitit angenommen hatte, sofort leicht positiv wurde und nur innerhalb 
enger Grenzen Schwankungen bei positiven Werten erkennen lieB. 
Am 104. Versuchstage befand sich also der Hund zweifellos genau 
im Kérpergewichts- und Stickstoffgleichgewicht. Auf die Bedeutung 
dieser Erfahrungen fiir die Vitaminlehre behalte ich mir vor, noch an 
anderer Stelle etwas ausfiihrlicher zuriickzukommen. 

Der Versuch, iiber den ich in der vorliegenden Arbeit berichten 
will, beginnt also eigentlich erst am 78. Versuchstage, von dem an 
das Tier geniigende Vitaminmengen mit der Grundnahrung erhielt. 
Da das Kérpergewicht des Tieres an diesem Tage 8450 g betrug, die 
Nahrung aber 663 Kalorien hatte, bekam der Hund nach der obigen 
Kalorientabelle einen Uberschu8 von etwa 133 Kalorien. Er erhielt 
also zu viel Nahrung fiir sein K6rpergewicht und blieb trotzdem bei 
Gewichtskonstanz und N-Gleichgewicht. Man hatte erwarten kénnen, 
daB8 er bei dieser Kost an Gewicht zunaihme. 

Nun hatte das Tier vom 1. bis zum 78. Versuchstage mit der 
Nahrung nur deren natiirlichen Salzgehalt und die tagliche Kochsalz- 
wulage von 3g erhalten. Auch vom 78. bis 104. Versuchstage wurde 
daran nichts geaindert. Wie aus folgender Berechnung hervorgeht, 
war diese Grundnahrung des Tieres sehr arm an Zellsalzen. 

Biochemische Zeitschrift Band 140. 92 





v 
Soa 
- 


“e 
ak 
























— 


Gesamt, 


Gramm | CaO | MgO | FeO | SO, | ei CR. 1 cache 
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60g Minedininnt 
eaft....... porns jqeaeey 0,0248 0,0969 0.0068 0,0181 | 0.0762, 0,0179, 0.3614 
40g Weizenei- | 
weiB . . , 0,060! 0,040) loisa| 0.0607 0.0755, 00531) — 03160 
60g polierter | i 


Reis . . . | 0,0066' 0.0298, ‘0,010, 0,0012| 0,1104 '0,0114|0,0420 0,0002 0.3909 
peommaa 10,0245) '0,0967/ 0,0392|0,0981 |0,2669] 0,1050] 0,1713 [0.0181 1,0674 





Die Butter, die das Tier erhielt, war praktisch salzfrei. — Es ist 
nun zunichst bemerkenswert, da der geringe Gehalt der Nahrung an 
Zellsalzen bei eben hinreichender Vitaminzufuhr geniigte, um das 
Stoffwechselgleichgewicht des Tieres aufrechtzuerhalten. 

Vom 105. bis 146. Versuchstage bekam das Tier zu der Grund. 
nahrung mit ihren 3g Kochsalz noch folgende Zulage: 


0,3909 g 


. 1,4485 g_ 
Diese Salze wurden in Form eines Salzgemisches gegeben, das folgende 
Zusammensetzung hatte: 


Calcium phosphoricum 
Magnesium citricum 
Kalium chloratum (KCl). 
Ferrum citricum 


Das Tier erhielt nun im ganzen folgende Zellsalzmengen tiglich, 
die in 3g dieses Salzgemisches und in der Speise enthalten waren: 
0,4154 g 


0,3989 g 
. 2,0471 g 


Der Gehalt der Nahrung an Zellsalzen war also jetzt um das Zwei- 
bis Dreifache von demjenigen Werte vermehrt worden, den sie vorher 
gehabt hatte. Da das Tier nun taglich nach dem Kochen des Reises 
in der Nahrung etwa 550 ccm Wasser und 60 g Citronensaft, also rund 
600 com Wasser erhielt, und mit der Grundnahrung einschlieBlich der 
ihr zugehérigen 3g Kochsalz etwa 4g Salz im ganzen bekam, spiiter 
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aber bei der Zellsalzzulage im ganzen auch nicht mehr als etwa 7g 
Salz empfing, so entsprach die Lésung im dem gesamten Nahrungs- 
gemisch etwa einer Lésung mit dem Gefrierpunkte — 0,45°C, und 
jm zweiten Falle einer Lésung mit dem Gefrierpunkte von — 0,53°C. 
Es war also das Wasser der Nahrung bei dieser leichten Bluthypotonie 
der Lésungen sicher geniigend, um die Salzausscheidung durch die 
Nieren zu regulieren. Das geht auch daraus hervor, da der Hund in 
der Periode, in der er die Zellsalze, also die erhéhte Salzzulage erhielt, 
eine durchschnittliche tagliche Harnmenge von 459 ccm bei tiaglichem 
Kotwasser von 12 g hatte, die zwar niedriger war als die entsprechende 
Harnmenge in der voraufgehenden Periode, in der das Tier nur die 
3g Kochsalz mit der Nahrung erhalten hatte (Harnmenge 549 ccm, 
Kotwasser 14g), die aber etwas héher war als die Harnmenge mit 
dem Kotwasser der auf die Zellsalzzulage folgenden Periode, in der 
wieder nur die 3g Kochsalz allein mit der Nahrung gegeben wurden 
(Harnmenge 427 ccm, Kotwasser 7g). Diese Zahlen der taglichen 
Harnmengen in den verschiedenen Perioden beweisen, daB durch die 
Zellsalzzulage die Wasserausscheidung durch den Harn nicht in spezi- 
fischer Weise beeinflu8t wurde. Denn es stieg ja nach dem Wegfall 
der Zellsalze die Harnmenge nicht wieder an, sondern verminderte 
sich eher noch etwas. Als darauf in einer noch spiteren Periode das 
Tier zu den 3g Kochsalz der Nahrung noch 3 g Chlorkalium zugelegt 
erhielt, erreichte die tiagliche Harnmenge auch nur den Wert von 
456 ccm, d. h. sie war fast genau ebenso hoch wie in der Periode, in 
der alle Zellsalze gegeben wurden. Es folgt aus alledem, daB die Ver- 
mehrung der Nahrungssalze um 3 g bei den dargereichten destillierten 
Wassermengen keinen wesentlichen EinfluB auf die Wasserausscheidung 
durch die Nieren und auch nicht durch den Kot gehabt hat. Einmal 
trat durch die vermehrte Salzzulage eine Verminderung um etwa 
90 ccm, das andere Mal eine Vermehrung um etwa 30 ccm Harn ein. 

Es kénnen ferner auch sogenannte allgemeine Wasserwirkungen 
oder allgemeine Salzwirkungen im Hinblick auf alle diese quantitativen 
Verhiltnisse keine Rolle bei dem Zustandekommen der Erscheinungen 
am Stoffwechsel der organischen Substanz in den verschiedenen Perioden 
gespielt haben. Dasjenige, auf das es hier ankommt, ist, zu zeigen, 
da8 weder durch stiirkere Diuresen, noch auch durch stirkere Ein- 
schrinkungen der Harnmengen in den. Perioden der erhéhten Salz- 
zulagen im Ko6rper Verhiiltnisse geschaffen worden waren, die als 
abnorme Zustiinde angesprochen werden miiBten, entweder als Zustand 
einer abnormen Wasserabgabe oder einer abnormen Wasserretention. 
Es kommt darauf an, zu zeigen, dafB die Harnmengen in allen Perioden 
sich mit ihren Schwankungen innerhalb der physiologischen Breiten- 
grenzen bewegten, und daB durch die Gabe der kleineren oder gréBeren 
22 * 
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Salzmengen keine Verhaltnisse geschaffen wurden, die durch sekundiire 
Stérungen im Wasserhaushalt den Organismus in robuster Weise aus 
der Bahn des physiologischen’ Geschehens herausreiBen konnten. 


Ich knitpfe nun nach dieser Abschweifung auf das methodologische 
Gebiet wieder an jene Beobachtung an meinem Versuchstiere an, 
die besagt, daB das Tier nach einer langen Vorperiode von 104 Tagen, 
in der es auBer dem spirlichen Zellsalzgehalt der Nahrung lediglich 
3g Kochsalz taglich erhielt und seit 26 Tagen auch geniigende 
Vitaminmengen dazu erhalten hatte, genau im Kérpergewichts- und 
Stickstoffgleichgewicht war, obschon es einen NahrungsiiberschuB von 
133 Kalorien empfing. Das Tier hitte also eigentlich an Gewicht zu- 
nehmen und eine stirker positive N-Bilanz bekommen miissen. Daf 
es das nicht tat, konnte zwei Ursachen haben. Entweder war der 
Vitamingehalt der Nahrung immer noch insuffizient, oder es war die 
Zellsalzarmut der Nahrung der Grund fir dieses eigentiimliche Ver- 
halten des Tieres. 


Der Beweis, daB nun in der Tat der Zellsalazmangel die Schuld 
an der ungeniigenden Ansatzfahigkeit des Kérpers fir die Nahrung, 
die sich in Stickstoff- und Kérpergewichtsgleichgewicht bei iiber- 
maBiger Kalorienzufuhr ausdriickte, trug, konnte aber dadurch er. 
bracht werden, daB die Zulage von Zellsalzen in der folgenden Periode 
sofort eine Gewichtszunahme und eine allmahlich starker werdende 
positive N-Bilanz ausléste. In dieser Periode der vermehrten Zellsalz- 
zulage zeigte das Tier einen wahren HeiB®hunger, es verschlang die 
Nahrung mit gré8ter Gier und fraB auBerdem sehr hiaufig seinen eigenen 
Kot auf. Das zeigt, daB durch die Zellsalzzugabe auch der Appetit 
des Tieres enorm muBte gesteigert worden sein; wenn man es nach 
Belieben hatte fressen lassen, hatte es zweifellos stark an Koérper- 
gewicht zugenommen. Aber es bekam immer die gleiche Kalorien- 
menge. Es wurde so innerhalb des Rahmens der immer gleichen Kalorien- 
zufuhr erreicht, daB die Nahrung nicht einfach den Stoffwechsel 
passierte, sondern auch im Korper zum Ansatz kam. Diese Periode 
der vermehrten Zellsalzgabe dauerte vom 105. bis 146. Versuchstage. 


Das Kérpergewicht stieg von 8500 g am 105. Versuchstage auf 
8900 g am 146. Versuchstage an. Die tiaglichen N-Bilanzen hatten 
in den einzelnen Unterabschnitten dieser Periode folgende Werte: 


Versuchstag 105 bis 110 + 0,1365 g N 
111 + 0,5414 g N 
117 + 0,5722 g N 
123 + 0,7379 g N 
129 + 1,2988 g N 
135 ,, + 1,1330 g N 
141 + 1,2191g N 
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Nun wurde dem Tiere die Zellsalzzulage vom 147. bis zum 176. Ver- 
suchstage wieder entzogen. 

Das Kérpergewicht sank von 8900 auf 8270 g am 176. Versuchs- 
tage. Die tagliche N-Bilanz naherte sich wieder dem Nullpunkte, 
wie die folgende Zusammenstellung zeigt: “ 


Versuchstag 147 bis 151. . . . . . + 07072¢g N 
8. A a 
158 ,, 163... ... + 0,3803g¢ N 
164 ,, 169... ... +0,3577¢g N 
RTO: 952 AIG wie ccs ff OME g N 


Aus diesen Beobachtungen geht hervor, dap eine Vermehrung des 
Zellsalzgehaltes der Nahrung eine Steigerung des Kérpergewichtes und 
eine Stickstoffretention, eine Verminderung des Zellsalzgehaltes der Nahrung 
aber eine Abnahme des Kérpergewichtes und einen Riickgang der Stick- 
stoffretention bedingt. 

Ich habe weiterhin mit der dankenswerten Unterstiitzung von 
Herrn Prof. A. Loewy und Herrn Dr. Arnoldi den Gaswechsel bei diesem 
Tiere in den verschiedenen Perioden untersucht. Die Untersuchung 
fand beim niichternen Tiere mit Hilfe des Zuntz-Geppertschen Respi- 
rationsapparates statt?). 


In der ersten Periode des Kérpergewichtes- und N-Gleichgewichtes 
ohne Zellsalzzulage wurde der Gaswechsel am 97. Versuchstage gemessen. 
Eine zweite Messung fand statt in der Periode, in der das Tier die Zell- 
salzzulage erhielt, am 128. Verguchstage. Eine dritte Messung nahm ich 
vor am Ende der Periode, in der dem Tiere wieder die Zellsalze entzogen 
worden waren, namlich am 176. Versuchstage. 


1) Ich fiige hier auch die Gaswechselversuche aus der. Periode an, 
in der die fiir das Tier erforderliche Citronensaftmenge ausprobiert wurde, 
weil diese Versuche sehr schén die oxydationssteigernde Wirkung des 
Citronensaftes illustrieren. 

7. Versuchstag: Kérpergewicht 9870 g, O,-Verbrauch in 1 Minute 
6,53 ccm, respiratorischer Quotient 0,7324. Vitaminarme Ernihrung bei 
gréBerem Vitaminvorrat des Ko6rpers. 

25. Versuchstag: Kérpergewicht 9350 g, O,-Verbrauch in 1 Minute 
5,25cem, respiratorischer Quotient 0,7100. Vitaminarme Ernaéhrung 
wahrend laingerer Ze:t. 

59. Versuchstag: Kérpergewicht 8820 g, O,-Verbrauch in 1 Minute 
6,06 ccm, respiratorischer Quotient 0,6820. Vitaminarme Ernahrung 
wihrend langerer Zeit. 

97. Versuchstag: Kérpergewicht 8500 g, O,-Verbrauch in 1 Minute 
7,06 cem, respiratorischer Quotient 0,7297. Vitaminreiche Ernahrung. 

Die Steigerung im O,-Verbrauch am 59. Tage gegeniiber dem 25. Tage 
erkla1t sich daraus, daB das Tier vor dem 25. Tage ein? kiirzere Zeit vitamin- 
freie Margarine statt Butter erhalten hatte. Diese Angabe ist in der Tabelle 
fortgelassen worden, um die Diskussion der Versuchsergebnisse nicht un- 
nétig zu komplizieren. 
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Gaswechsel am 97. Versuchstage bei einem Kérpergewicht von 8500 ¢, 
O,-Verbrauch pro Minute 59,98 ccm, pro Kilogramm in 1 Minute 7,06 ccm, 
Respiratorischer Quotient 0,7297. 

Gast *hsel am 128. Versuchstage bei einem Kérpergewicht von 
8610 g, Oy erbrauch pro Minute 67,11 cem, pro Kilogramm in 1 Minute 
7,79 ccm. .. Respiratorischer Quotient 0,7391. 

Gaswechsel am 176. Versuchstage bei einem Kérpergewicht von 
8270 g, O,-Verbrauch pro Minute 58,29 ccm, pro Kilogramm in 1 Minute 
7,05cem. Respiratorischer Quotient 0,6710. 

Aus diesen Zahlen geht hervor, daB durch die Zellsalzzulage eine 
Steigerung der Oxydation herbeigefiihrt wurde; diese Beobachtung 
stimmt mit dem Resultat der in der Einleitung erwahnten Versuche 
von Loewy tiber die oxydationssteigernde Wirkung von Alkalien und 
demjenigen von Rost und Rubner iiber die gleiche Wirkung von bor- 
sauren Salzen iiberein. 


Ks ist nun auffallend, daB die Zellsalze trotz der Steigerung der 
Oxydation und trotz des sich darin ausdriickenden verschirften Um- 
satzes der Fette und Kohlehydrate zu einer Kérpergewichtsvermehrung 
Veranlassung gegeben haben. Die sich unter der Zellsalzgabe ein- 
stellende Steigerung der N-Retention deutet gewi8 darauf hin, dai 
der Koérper an stickstoffhaltigem Material reicher geworden ist. 


Der Hund hat zwar dauernd wihrend des ganzen Versuches 
Spuren von Stickstoff retiniert. Wahrend der Periode der Zellsalz- 


zulage trat aber allemal eine wesentliche Erhéhung dieser Stickstoff- 
retention ein. Wenn der Zellsalzgehalt der Nahrung vermindert wurde, 
lieB sofort die Stickstoffretention nach und sank auf ganz minimale 
Werte. Im Hinblick auf die Kérpergewichtskurve des Hundes ist 
nun diese Stickstoffretention keineswegs mit entsprechender Wasser- 
retention, wie es bei einer der beobachteten Stickstoffretention ent- 
sprechenden Protoplasmavermehrung hitte der Fall sein miissen, 
parallel gegangen. Mag auch in der Periode der Zellsalzzulage der 
Korper etwas wasserreicher geworden sein, so ist er doch ganz un- 
verhaltnismaBig reicher an Stickstoff geworden. Dieser retinierte 
Stickstoff kénnte nun einmal zu einem stickstoffreicheren Proto- 
plasma oder partiell zu einer Protoplasmaneubildung gefiihrt haben. 
also zum Ansatz gekommen sein, oder aber er kénnte als zirkulierender 
Stickstoff in der Kérperfliissigkeit gekreist haben. Dann miiBte wohl 
auch der Reststickstoff des Blutes angewachsen sein. Wenn auch 
dariiber noch besondere Versuche anzustellen sind, so hat es doch 
besonders im Hinblick auf die Liinge der Versuchsperiode mit erhéhter 
Stickstoffretention gréBere Wahrscheinlichkeit, wenn man annimmt. 
daB dieser Stickstoff mindestens zum Teil in irgend einer Form an- 
gesetzt worden ist, oder daB die Stickstoffzersetzung in den Zellen 
gehemmt worden ist. 
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Da weiterhin, wie wir sahen, wihrend der Zellsalzperiode die 
Oxydation gesteigert war, was in erster Linie auf eine gesteigerte Fett- 
verbrennung hinweist, so kénnte wohl der Kérper an Fett verloren 
haben. Es hatte das zu einem Gewichtsverlust des Korpers fihren 
miissen. Wenn nun, wie es tatsichlich der Fall war, der Kérper im 
Gegensatz zu dieser SchluBfolgerung an Gewicht zunihme, so miBte 
durch andere Faktoren der Gewichtsverlust durch die Fettzerstérung 
nicht nur ausgeglichen, sondern sogar iibertroffen werden. Das war 
méglich, wenn neben der Stickstoffanreicherung des Korpers in der 
Zellsalzperiode auch eine gewisse, aber beschriinkte Wasserretention 
stattfand. Diese kann zwar nur gering gewesen sein nach MaBgabe 
der Kérpergewichtszunahme, und da, wie ich zeigte, durch die Zell- 
salzzulage die Harnmengen und auch das Kotwasser nicht wesentlich 
in einer bestimmten Richtung beeinfluBt wurden. Aber mangels eines 
genauen Wasserbilanzversuches und unter Beriicksichtigung der Re- 
gulierung des Wassergehaltes des Kérpers durch die Lungen und die 
Haut muB doch die Méglichkeit zugegeben werden, daB mit der Zell- 
salzzulage und mit der Stickstoffretention auch in bescheidenem Um- 
fange eine Wasserretention stattgefunden hat. Ob das Wasser nun 
im Verein mit einer bestimmten Quote des Retentionsstickstoffs zur 
Neubildung von Protoplasma benutzt wurde, oder ob nur das vor- 
handene Protoplasma stickstoffreicher geworden ist, sei es durch ver- 
mehrte Stickstoffaufnahme oder verminderten Stickstoffzerfall oder 
durch beides, wihrend das Wasser lediglich eine gewisse Quellung des 
Protoplasmas oder eine starkere Fillung der Interzellularriume und eine 
Vermehrung der zirkulierenden Safte verursachte, oder ob alle diese 
Vorginge nebeneinander stattgefunden haben, lat sich kaum ent- 
scheiden. Es ist hier noch daran zu erinnern, daf durch die Steigerung 
der Fett- und Kohlehydratverbrennung in der Mineralsalzperiode 
indirekt Stickstoff gespart worden sein kann. 

Das Wesentliche ist, daB in der Zellsalzperiode unverhaltnismabig 
mehr Stickstoff als Wasser retiniert wurde und da8 in der Nachperiode 
keine Diurese im Harn auftrat. 

So muf aus allen meinen Beobachtungen der allgemeine Schluf ge- 
zogen werden, daf durch die Zellsalze die Oxydation und damit die Ver- 
brennung der Fette und Kohlehydrate gesteigert wird, dap aber gleichzeitig 
der Kérper stickstoffreicher wird, und daB das Kérpergewicht zunimmt. 

Es beeinflussen also die Zellsalze den Stoffwechsel in der Weise, 
dap bei hinreichender Nahrungszufuhr der Stickstoffgehalt des Korpers 
auf Kosten seines Fett- und Kohlehydrathestandes anwichst. 

Mit der Vitaminwirkung hat also die Zellsalzwirkung das gemeinsam, 
daB beide, Vitamine und Zellsalze, die Oxydation erhéhen und den 
Stickstoffansatz begiinstigen. Zellsalzmangel mu also den Vitamin- 
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mangel in bezug auf die Oxydation und den Stickstoffwechsel gleich. 
sinnig beeinflussen, die Vitaminstérung verstirken, wie es 7'suji (27) 
bei seinem Versuche aus dem hiesigen Laboratorium voraussetzt. 
DaB daraus aber nicht folgt, da® die Vitaminwirkung schlechthin 
Zellsalzwirkung sei, geht zur Geniige aus allen denjenigen Versuchen 
hervor, in denen die Vitaminwirkungen bei geniigendem Zellsalzgehalt 
der Nahrung beobachtet worden sind. 

Nachdem ich nun so die Wirkung der Zellsalze in ihrer Gesamtheit 
auf den Stoffwechsel der organischen Substanz studiert hatte, dringte 
sich die Frage von selbst auf, wie weit einzelne Zellsalze Trager der 
genannten Wirkungen sein kénnen. Ich habe an meinem Hunde noch 
die Kaliwirkung studiert, indem ich im AnschluB an die letzte Koch. 
- salzperiode, also vom 177. bis 196. Versuchstage dem Tiere auBer den 
3g Kochsalz allmahlich steigende Mengen von Chlorkalium zulegte. 
und zwar tiglich vom 177. bis 182. Tage 0,18 g, vom 183. bis 188. Tage 
1,8 g, vom 189. bis 196. Tage 3,0g KCl. Vom 197. bis 202. Versuchs. 
tage wurde dann das Kali weggelassen, und das Tier erhielt wieder 
nur die 3g Kochsalz mit seiner Nahrung. 

Wahrend der Kaliperiode wurde die Stickstoffbilanz allmahlich 
mehr und mehr positiv. In dem letzten Analysenabschnitt der vor- 
aufgehenden Kochsalzperiode betrug sie +- 0,15 g, am Ende der Kali- 
periode hatte sie den Wert von +- 0,57 g pro Tag erreicht. Das Kérper- 
gewicht stieg in dieser Zeit von 8270 auf 8470 g an; die durchschnitt- 
liche tagliche Harnmenge betrug 454 ccm, war also fast genau so gro! 
wie in der voraufgegangenen Kochsalzperiode (420 ccm) und der dieser 
vorangegangenen Zellsalzperiode (549ccm). Der am Ende der Kali- 
periode am 196. Versuchstage aufgezeichnete Gaswechsel ergab wieder 
einen erhéhten Wert gegeniiber der letzten Kochsalzperiode. 

Vom 198. bis 202. Versuchstage erhielt der Hund abermals mit 
der Nahrung lediglich 3 g Kochsalz. Die Stickstoffbilanz, die am Ende 
der Kaliperiode + 0,5723 betragen hatte, sank sofort auf + 0,46 ¢: 
das Kérpergewicht nahm in diesen 6 Tagen um 170g ab. Nun wurde 
der Versuch abgebrochen. Es hatte sich also gezeigt, daB auch eine ver- 
mehrte Kalizulage allein geniigt, um im Prinzip dieselben Phéinomen: 
an dem Stoffwechsel dieses Tieres hervorzurufen, die die Gesamtsumm: 
der Zellsalze ausgelést hatten. Es wird die Aufgabe weiterer Forschung 
sein, zu ermitteln, wie weit durch die einzelnen anderen Komponenten 
meines Zellsalzgemisches gleiche Wirkungen erzielt werden. 


Zusammenfassung. 


In einem iiber 202 Tage sich erstreckenden Stoffwechselversuch« 
am Hunde wird gezeigt, daB Zulage eines Zellsalzgemisches zu einer 
an Zellsalz sehr armen Grundnahrung, die aber eine bestimmte Koch- 
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salzmenge, einen bestimmten, hinreichenden Wassergehalt und einen 
genigenden Vitaminvorrat an den Faktoren A, B, C und D enthialt, 
eine Steigerung der Oxydation und eine Stickstoffretention bewirkt, 
ohne daB irgendwie erheblichere Anderungen in der Wasserausscheidung 
durch den Harn und Kot dabei auftreten, und daB die gleichen Er- 
scheinungen auch durch die Zulage eines Kalisalzes (KCl) zu der koch- 
salzhaltigen Grundnahrung hervorgerufen werden kénnen. Aus alle- 
dem geht hervor, daB die Zellsalzwirkung auf den Stoffwechsel der 
organischen Substanz in gewissem Umfange gleichsinnig mit den ent- 
sprechenden Vitaminwirkungen verliuft. Eine Identitit der Vitamine 
mit den Zellsalzen kann daraus natiirlich nicht gefolgert werden und 
wird auch nicht behauptet. 

Diese Beobachtungen iiber den EinfluB der Zellsalze und speziell 
des Kaliums auf die Kérpergewichtszunahme beim Tiere gewinnen 
aber eine besondere Bedeutung, wenn man sich an folgende Tatsachen 
der Pflanzenphysiologie [Pfeffer (26)] erinnert. 

Kalimangel ruft bei einer Wasserkultur von Buchweizen eine 
ganz enorme Wachstumshemmung hervor, auch wenn die Nahrlésung 
alle anderen fiir das normale Gedeihen der Pflanze erforderlichen 
Stoffe enthalt. In ahnlicher Weise wirkt bei Pflanzen der Phosphor- 
mangel und auch der Eisenmangel hemmend auf das Wachstum. Zu 
der Wachstumshemmung durch Eisenmangel tritt noch eine besondere 
Hemmung in der Chlorophyllbildung, obgleich das Chlorophyll als 
solches Eisen nicht enthalt. "Diese Beobachtung ist ein anschauliches 
Beispiel fiir das, was ich oben sagte, daB nimlich die bei dem Mangel 
eines bestimmten Minerals in Erscheinung tretende Stérung eine in- 
direkte Folge sein kann und nicht notwendig darauf zu beruhen braucht, 
daB das betreffende Mineral an dem Aufbau des bei seiner Abwesenheit 
ausfallenden Phinomens im normalen Kérper direkt beteiligt ist. 

Endlich unterhalt bei der Pflanze das Kalium auch innigere Be- 
ziehungen zum Kohlehydratstoffwechsel. Das geht daraus hervor, 
da8 bei Kalimangel die Stirke aus den beleuchteten Blattern schwindet, 
was eben eine der vielen Folgen des herbeigefiihrten pathologischen 
Zustandes ist. 

So sehen wir, wie das Kalium in dem Stoffwechsel des pflanzlichen 
und tierischen Kérpers eine ahnliche Rolle spielt. 

Eine Reihe von neuen Fragestellungen ergibt sich aus meiner 
vorliegenden Untersuchung und aus dem Vergleich ihrer Ergebnisse 
mit den Erfahrungen der Pflanzenphysiologie. 


Herr Prof. Bickel, auf dessen Anregung ich die vorliegende Arbeit 


ausfihrte, behalt”sich vor, diese Fragen weiter in seinem Laboratorium 
bearbeiten zu lassen. 
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K. Asada: 


Versuchsprotokoll. F 
14) Zu 


Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl bestimmt, der Kot wurde durch 15) An 
Carmin abgegrenzt. Der Gaswechsel wurde nach Anlegung einer Trachea!|- Deutse 
kaniile nach der Methode von Zuntz-Geppert bestimmt. 

Der N-Gehalt der Nahrung setzte sich wie folgt zusammen: 


40g WeizeneiweiB ... . . . . 5,6640g N 
60g Reis... . ie eg ee ee 
30 cem Citronensaft. ‘eee ee ISL a 
(60 ,, 2 Shs ae . Re 
35g Butter... Mee ae 
750 ccm Aqua destillata . eee 
. 6,4019¢ N 
(6,4120 g N) 
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Uber die carboxylatische Spaltung der Brenztraubensiure 
im Sauerstoffstrom. 
Von 


A. Gottsehalk. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Bicchemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 17. Juni 1923.) 


Die Hefe gehért zu den fakultativ anaeroben Organismen; sie kann 
sowohl bei LuftabschluB als in Gegenwart von Sauerstoff leben. Gerade 
bei der Hefeziichtung wird eine Durchliiftung der Maischen angewendet, 
und es ist bekannt, daB auch unter diesen Bedingungen der Hefe. 
fabrikation eine betrachtliche alkoholische Garung stattfindet. Da 
naturgemiB ein Teil des Zuckers zum Aufbau von Koérpersubstanz 
des Hefepilzes dient, so ist die Menge des gewonnenen Sprits geringer 
als unter den Verhiltnissen des anaeroben Giarungsversuches, bei dem 
keine oder nur maBige Zellvermehrung stattfindet. Wir betrachten 
heute die Carboxylase als ein Teilferment der Zymase, und mit dieser 
Auffassung steht es im Einklange, da8 nach mannigfachen vorliegenden 
Erfahrungen das Hauptsubstrat der Carboxylase, die Brenztrauben. 
siure, den Zucker in ernihrungsphysiologischer und energetischer Be- 
ziehung weitgehend zu ersetzen vermag; denn aller Wahrscheinlichkcit 
nach dienen dieselben Stoffe, dice beim Zuckerabbau auftreten, auch 
synthetischen Zwecken. Dies darf man besonders annehmen, seitdem 
durch Neuberg und seine Mitarbeiter das Kohlenstoffketten aufbauende 
Ferment, die Carboligase, bekannt geworden ist}). 

So wenig sich nun die alkoholische Garung im Liiftungsproze! 
ganzlich unterdriicken laBt, ebensowenig kann man die Carboxylase- 
wirkung bei Sauerstoffzufuhr vollkommen unterbinden. Vor einiger 
Zeit hat F. Lieben®) mitgeteilt, daB brenztraubensaures Natrium beim 
Zusammenbringen mit Hefe im Sauerstoffstrom zerstért werde, ohne 


1) C. Neuberg und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 115, 121, 127, 128. 
*) F. Lieben, ebendaselbst 185, 240. 
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daB Acetaldehyd oder héchstens Spuren davon entstinden. Nun 
sind die Vorginge bei Verwendung von brenztraubensauren Alkalien 
wesentlich anders und viel schwerer zu iiberblicken als bei der Ver- 
girung von freier Brenztraubensiure, die durch ihren auBerordentlich 
sauren Charakter (K = 5,6 x 10—!) ausgezeichnet ist; denn bei der 
Vergarung oder bei einer Verbrennung des brenztraubensauren Natriums 
entsteht kohlensaures Alkali, und gerade schwache Alkalien beférdern 
nach Befunden von Th. Bokorny*) die Assimilation im Verhaltnis zur 
Girung. Fir freie Brenztraubensiiure wire es schwer vorstellbar, 
daB die bekanntlich sehr intensive Wirkung der Carboxylase ginzlich 
verdeckt werden sollte, sobald Ferment und Substrat bei Gegenwart 
von Sauerstoff zusammentreffen; denn die carboxylatische Zerlegung 
der Brenztraubensaure in Acetaldehyd und Kohlensaure ist ein glatter 
Zerfall, eine einfache Decarboxylierung. Hinzu kommt, daB der einmal 
gebildete Acetaldehyd gegen Sauerstoff unter den gewahlten Be- 
dingungen zweifellos praktisch bestindig ist. 


Daf tatsdchlich bei Ablauf der Vergdérung von freier Brenztrauben- 
siure im Sauerstoffstrom Acetaldehyd reichlich gebildet wird, ergibt sich 
aus den im nachstehenden beschriebenen Experimenten. 


Die Versuchsanordnung war so, da8 eine Lésung von freier Brenz- 
traubensiure mit Hefe im Sauerstoffstrom geschiittelt bzw. von diesem 
durchperlt wurde. Der Sauerstoff wurde einer Bombe entnommen 
und mit Permanganatlésung gewaschen. Die aus dem GirgefaiB aus- 
tretenden Gase strichen durch eine Batterie von Vorlagen, welche 
eine methylalkoholische Dimedonlésung enthielten. In einigen Fallen 
wurde auch zur Absorption entstandenen Acetaldehyds Bisulfitlésung 
verwendet, und zwar in solchen Mengen, da’ nach Beendigung 
des Versuches noch ein Uberschu8 an NaHSO, vorhanden und jeden- 
falls keine vollstindige Oxydation zu Sulfat eingetreten war. 


Aus den auszugsweise wiedergegebenen Versuchsprotokollen geht 
hervor, da8 die Carboxylase im Sauerstoffstrom wirksam ist, und dab 
sie aus einer bestimmten Menge Brenztraubensiure zum mindesten 
ebensoviel Acetaldehyd in Freiheit setzt wie unter den gewohnlichen 
Bedingungen. Daf in manchen Fiillen sogar mehr Acetaldehyd ge- 
bildet wird, fiihre ich auf eine schnellere Eliminierung des Acetaldehyds 
aus dem Girgute zuriick, wodurch sekundire Umwandlungen unter- 
bleiben. Die Versuche wurden ausgefiihrt mit frischer obergariger 
Hefe (Rasse XII), mit untergiriger Bierhefe (Patzenhofer) sowie mit 
Trockenhefe, die aus der angefiihrten Unterhefe bereitet war. Alle 
Hefen und Hefenpriparate besaBen gute Girkraft. 


1) Th. Bokorny, Chem. Zentralbl. 1917, IT, 23. 
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350 A. Gottschalk: 


a) 20,0ccem m-Brenztraubensiure wurden mit 180 ccm Wasse; 
und 44g Trockenhefe (Patzenhofer) in einem Kolben zusammen. 
gebracht und gut durchgeschiittelt. Nach VerschluB des Gefibe, 
mittels Wattebausches wurde das Gemisch in einen Blechkasten gestellt, 
dessen Temperatur auf. 26°C gehalten wurde. 

b) 20,0 com n-Brenztraubensiure wurden mit 180 cem Wasser und 
44 g Trockenhefe (Patzenhofer) zusammengebracht, gut durchgeschiittelt 
und in eine Schiittelente gefiillt. In das eine Ende der Schiittelente 
wurde Sauerstoff eingeleitet, das andere Ende war mit zwei Vorlagen 
verbunden, deren jede 50ccm einer 20proz. Bisulfitlésung enthielt. 
Die Schiittelente befand sich in dem gleichen auf 26°C erwirmten Be. 
halter. 

Zu a). Nach 48stiindigem Stehen wurde filtriert und das Filtrat 
mit 10 g Calciumcarbonat in der an anderem Orte beschriebenen Weise ') 
destilliert. Destillat = 610 ccm. Bei der Titration wurden in 50 ccm 
Destillat 0,0199 g Acetaldehyd gefunden. Dann sind in 610 ccm Destillat 
0,2435 g Acetaldehyd oder 27,67 Proz. der Menge, die aus der bei 
Versuchsbeginn vorhandenen Brenztraubensdure entstehen kann. 

Zu b). Nach 48stiindiger Sauerstoffdurchliftung, wihrend welcher 
14 Stunden lang geschiittelt war, wurde der Inhalt der Ente und der 
beiden Vorlagen quantitativ in ein GefaiB iibergefiihrt, mit Soda uni 
Chlorbarium versetzt und filtriert. Von den 430 ccm Filtrat wurden 
200 ccm mittels 10g Calciumcarbonat in iiblicher Weise destilliert. 
Destillat = 320ccm. Bei der Titration wurden in 50 ccm Destillat 
0,0214 g, also in 320ccm Destillat 0,1369g Acetaldehyd gefunden. 
Im Sauerstoffstrom geschiittelte Hefe vermochte demnach 33,47 Proz. 
der theoretisch méglichen Menge Aldehyd aus der angewendeten 
Brenztraubensiure zu erzeugen. 

c) Um festzustellen, ob der in der Sulfitvorlage gebundene Acet- 
aldehyd von dem dauernd hindurchstreichenden Sauerstoff angegriffen 
wird, wurde folgender Kontrollversuch vorgenommen. 

Von einer Aldehydlésung, die in 20,0 com Wasser rund 2,0 g Acet- 
aldehyd enthielt, wurden 2,0 ccm in eine Vorlage mit 50 ccm 10proz. 
Kaliumbisulfitlésung eingefillt. Hinter dieser Vorlage befand sich 
eine zweite mit ebenfalls 50 cem 10proz. Bisulfitlésung (ohne Aldehyd). 
Durch beide Vorlagen wurde 44 Stunden lang ein Strom von’ Sauer- 
stoff hindurchgeleitet. Durch Titration wurden in 0,5 ccm der ein- 
gefiillten Aldehydlésung am Anfang des Versuches 0,0474 g Acetaldeh yi 

gefunden; es waren also zu Versuchsbeginn in der Bisulfitvorlage ins- 
gesamt 0,1896 g Acetaldehyd vorhanden. 


1) Neuberg und Reinjurth, aiese Zeitschr. 89, 365 1918; Ber. 58, 1039, 
1920. 
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Wasse Nach 44 Stunden wurde der Inhalt der beiden Sulfitvorlagen 
ammen. ff quantitativ in eine groBe Flasche gespiilt, mit Sodalésung unter Kithlung 
Gefiibes J neutralisiert und mit 50cem m-BaCl,-Lésung versetzt. Der Inhalt 
gestellt, des GefaBes wurde mittels 10g Calciumcarbonat destilliert und das 
Destillat (gleich 220 cem) auf Aldehyd analysiert. Es waren in 50 ccm 
ser und @ Destillat 0,0423 g Acetaldehyd, in 220 ccm Destillat, d. h. im vor- 
shiittelt | gelegten Sulfit bei Versuchsende, 0,1861 g Acetaldehyd enthalten. Da- 
ttelente | mit ist erwiesen, daB die Acetaldehyd-Sulfit-Verbindung gegen Sauer- 
orlagen § stoff nahezu vollkommen bestandig ist. 
nthielt. d) 20,0ccem m-Brenztraubensiurelésung wurden mit 180 ccm 
en Be. Wasser und 44g Oberhefe XII in eine Flasche gebracht; das gut um- 
geschiittelte Gemisch wurde in einen Brutschrank von 37°C gestellt. 
‘iltrat | Ein Ableitungsglasrohr fiihrte aus der Flasche mit dem Giargut durch 
Weise!) § die Brutschrankdecke hindurch in zwei Vorlagen, in denen sich zu- 
50ccm ff sammen 3 g Dimedon (Dimethylhydroresorcin) und 40 cem 50proz. 
estillat  Methylalkohol befanden. 
ler bei e) Ansatz und Anordnung wie bei d); jedoch wurde das System 
* dauernd mit gewaschenem Sauerstoff durchperlt. 
.." Zu d). Nach 41 Stunden wurde das Gargemisch iiber 5 g Calcium- 
carbonat destilliert und das Ubergegangene mit dem Inhalt der beiden 
la und : ‘ ‘ AR ss ‘ 
iden Vorlagen in einem ahi eee-ianaraselens vereinigt. Nunmehr wurde 
illiert im Vakuum bei 40° W asserbadtemperatur bis auf einige Kubikzentimeter 
. tillat eingeengt. Diese wurden in wenigen Kubikzentimetern heifen Alkohols 





gelést und quantitativ in einen Stutzen, der 750 ccm Wasser (die 
250fache Menge des angewandten Dimedons) enthielt, eingetropft. 
Ich lieB den entstehenden flockigen, weiBen Niederschlag sich wahrend 
24 Stunden absetzen, nutschte die dariiber stehende klare Fliissigkeit 
ab, wusch nach und trocknete den Niederschlag im Exsikkator. Nach 
58 Stunden konstantes Gewicht von 1,828 g; Schmelzpunkt der Ver- 
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riften bindung 137 bis 139°. Aus dem gefundenen Aldomedon berechnet 
sich eine Aldehydmenge von 0,263 g; d. h. von der Brenztraubensadure 
Acet- B des Ausgangsgemisches waren 29,88 Proz. der theoretisch méglichen 
)proz. Menge fermentativ in Acetaldehyd iibergefiihrt worden. 
omy Zu.e). Behandlung des Giargutes und der beiden Vorlagen ebenso 
a wie bei d). Nach 58 Stunden gleichbleibendes Gewicht von 2,1965 g, 
_ Schmelzpunkt 138 bis 139°. Hieraus berechnen sich 0,316 g Acetaldehyd. 
aa Bei Sauerstoffdurchliiftung des Giargemisches wurden demnach 
ie 35,91 Proz. von der theoretisch méglichen Menge Acetaldehyd aus der 
> zu Versuchsbeginn vorhandenen Brenztraubensiure gewonnen. 
Zur Kontrolle wurde das aus Ansatz d) erhaltene Aldomedon 
1039. auf bekannte Weise in sein Anhydrid iibergefiihrt. Aus 1,75 g erhielt 





ich 1,58g Anhydrid vom Schmelzpunkt 172 bis 173°. Die Substanz 
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hatte nach Absaugen, Auswaschen und Trocknen den richtigen Schmelz. 
punkt von 174 bis 175°. 

Versuche f) und g) ebenso wie Versuche d) und e); jedoch wurde 
diesmal frische, gewaschene untergirige Patzenhofer Bierhefe benutzt. 

f) Nach 65 Stunden wurden Gargemisch und der Inhalt der beiden 
Vorlagen auf die erwihnte Art weiter verarbeitet. 

Nach 60stiindigem Trocknen im Exsikkator konstantes Gewicht 
des erhaltenen Aldomedons: 1,077 g; Schmelzpunkt 137 bis 13s): 
daraus ergibt sich 0,155 g Acetaldehyd, d. h. 17,61 Proz. der Theorie. 

g) Nach 65stiindiger Sauerstoffdurchliftung wurden Giargut und 
Vorlagen wie bei f) behandelt. Nach 60stiindigem Trocknen im Ex. 
sikkator 1,708 g gewichtskonstantes Aldomedon vom Schmelzpunkt 
138°; sie entsprechen 0,245 g Acetaldehyd. Es waren demnach bei 
Sauerstoffdurchliiftung des Girgutes 27,84 Proz. der theoretisch er- 
zielbaren Menge an Acetaldehyd entstanden. 

Zur weiteren Kennzeichnung wurde das aus Ansatz g) erhaltene 
Acetaldomedon in das Anhydrid tibergefiihrt: 1,65 g Substanz lieferten 
1,45 g Aldomedonanhydrid vom Schmelzpunkt 174 bis 175°. Nach 
dem Umbkristallisieren aus 85 proz. Alkohol schied sich das Anhydrid 
in weiBen Blattchen aus und hatte nach Absaugen, Auswaschen und 
Trocknen den richtigen Schmelzpunkt von 175°. 
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heorie § auf das Wachstum von Bakterien und deren Toxinbildung. 
it und Von 
m Kx- e a 
| Karl Pesch und Kurt Strelow. 
jpunkt 
th bei (Aus dem hygienischen Institut der Universitat K6ln.) 
ch er. (Eingegangen am 18. Juni 1923.) 
altene Van Herwerden stellte fest, daB nach Zusatz ganz geringer Mengen 
ferten von getrockneter Nebennierenrinde zum Kulturwasser das Wachstum 
Nach ff von Daphnia pulex, Limnaea ovata und Froschlarven (Rana esculenta) 
ydrid JJ beschleunigt und die Fortpflanzungsfahigkeit dieser Organismen ge- 






1 und steigert wurde. F 
Da sich bei den angefiihrten Tieren die verschiedenen Bedingungen 
fir das Zustandekommen einer Entwicklungsférderung kaum trennen 


und der Einzelbeobachtung zugiinglich machen lassen, hielten wir es 









fiir angezeigt, ein einfacheres Versuchsobjekt zu wahlen, um die Griinde ; 
fir das beobachtete Phinomen klarzustellen. Einzellige Lebewesen, a: 
und zwar Bakterien, schienen uns hierfiir geeignet zu sein, da ja bei 24 







diesen wachstumshemmende oder -férdernde Einfliisse durch Keimzahl- 
bestimmung der Kulturen sich leicht nachweisen lassen. 

Zunichst wurde gepriift, ob, wie bei van Herwerden, ein Zusatz 
von 2mg getrockneter und pulverisierter Rindernebennierenrinde zu 
je 5cem der Bouillonkulturen verschiedener Bakterienstimme deren 
Vermehrung begiinstigt*). 

Die Zahl der in der Kultur vorhandenen Keime wurde durch 
Aussaat einer Normalése der Kulturfliissigkeit auf Agarplatten und 
durch Zaihlung der nach 24 Stunden gewachsenen Kolonien bestimmt; 
auf die gleiche Weise wurde die Keimzahl einer Kontrollkultur ohne 
Zusatz von Nebennierenrinde festgestellt. 

Es ergab sich, daB der Zusatz von getrockneter Rinderneben- 
nierenrinde die erwartete Wachstumsanregung bei den gepriiften 















1) Uber die Einzelheiten der Technik ist in der Dissertation von Strelow 
Naheres einzusehen.  Selbstverstandlich wurden die Nebennierenrinde- 
bouillonkulturen vor der Einsaat der zu priifenden Staémme auf Sterilitat 
untersucht. 


















354 K. Pesch u. K. Strelow: 
Stammen (Staphylokokken, Typhus-, Koli- und Diphtheriebakteric 
nicht brachte. Auch der Zusatz frischer Emulsion von Rindernebhen. 
nierenrinde zeigte keine Wirkung. Die Keimzahl der Nebennierey. 
rindenkulturen war stets die gleiche wie die der Kontrollréhrehey, 
Auf die Wiedergabe von Tabellen, die in der Dissertation von Strelow 
ausfiihrlich aufgenommen sind, verzichten wir an dieser Stelle aus 
den bekannten Griinden. 

Auch das den Kulturen von Staphylokokken, Typhus- und Koli- 
bakterien zugesetzte pulverisierte Nebennierenmark erwies sich als 
wirkungslos, wenn man von einer geringen Entwicklungshemmung 
wahrend der ersten Stunden absieht. Auffallenderweise wurde jedoch 
das Wachstum von Diphtheriebakterien durch Markzusatz so stark gehemmt, 
daB die Bouillonkulturen vollstindig klar blieben und in den spiteren 
Aussaaten tiberhaupt keine Diphtheriebakterien nachzuweisen waren. 
gegeniiber einigen Millionen Keimen in der gleichen Menge der Kontroll- 
kulturen. Diese Wachstumshemmung trat auch bei Bacterium proteus 
0X19 fir die ersten 24 Stunden auf, vom zweiten Tage an jedoch 
war hier die normale Keimzahl wieder erreicht. Auch durch 10 Minuten 
langes Erhitzen auf 100°C wird diese Wirkung des Nebennierenmarkes 
auf Diphtheriebakterien nicht aufgehoben. 

Da das Mark deutliche Adrenalinreaktion zeigte, kénnte man 
diese Wachstumshemmung auf den Adrenalingehalt zuriickfiihren. 
Stutzer hat bereits 1914 Versuche in dieser Richtung unternommen. 
Seine Angaben beziehen sich auf das Wachstum auf festen Nahrbéden 
mit Markzusatz, das bei gewissen Bakterien verschieden stark gehemmt 
wurde. Durch die genauere Zaihlmethode in den fliissigen Kulturen 
konnte also jetzt eine elektiv hemmende Wirkung des Nebennieren- 
markes auf Diphtheriebakterien nachgewiesen werden. Versuche mit 
kauflichen Adrenalinpraparaten wurden nicht angestellt, da diesen 
Mitteln stets Salzsiure zugesetzt ist. 

Zur Erklarung der durch van Herwerden beobachteten Erschei- 
nungen ist also die Annahme einer Anregung des Wachstums im Sinne 
einer Zellvermehrung nicht wahrscheinlich. Es sei deshalb auf dic 
Méglichkeit einer entgiftenden Wirkung der dem Kulturwasser zu- 
gesetzten Nebennierenrinde hingewiesen; die Begiinstigung des Wachs- 
tums und die Erhéhung der Fertilitaét wire so durch Beseitigung schad- 
licher Einfliisse — Bindung von Giftstoffen — zu erklaren. 

Es wurde in Tierversuchen die entgiftende Wirkung der Neben- 
nierenrinde einer weiteren Priifung unterzogen; es wurde versucht, 
eine Bindung der Toxine in statu nascendi dadurch herbeizufihren, 
daB statt des reinen Giftes den Versuchstieren (Meerschweinchen) 
eine Aufschwemmung lebender, stark giftproduzierender Diphtherie- 
bakterien eingespritzt wurde. Gleichzeitig wurde den Tieren eine 
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kterien frische Aufschwemmung von Nebennierenrinde oder -mark, das eine 
rneben. Mal 6rtlich getrennt, in anderen Versuchen an die gleiche Stelle ein- 
inierey. gespritzt. 
hrehen. Wir konnten bei diesen Versuchen nachweisen, daB die gleich- 
Strelow zeitige und gleichértliche KEinspritzung von Diphtheriebakterien und 
lle aus Nebennierenrinde den Tod der Tiere ganz zu verhindern imstande 
ist, wohingegen die Injektion von Diphtheriebakterien und Neben- 
t Koli- nierenrinde an verschiedenen Stellen des Kérpers die Toxinwirkung 
ich als nur verzégert. Mit Diphtheriebakterien gleichzeitig eingespritztes 
mmung Nebennierenmark vermag ebenfalls den Tod der Tiere hinauszuschieben, 
jedoch was ja nach den Ergebnissen unserer oben beschriebenen Kultur- 





hemmit, versuche auf die Wachstumshemmung der Bakterien durch das gleich- 








vateren zeitig eingespritzte Mark zuriickgefiihrt werden kann. Durch unsere 
waren, Beobachtungen wird die Ansicht der Pathologen bestiatigt, da’ die 
mtroll- starken Verinderungen gerade der Nebennierenrinde bei gewissen 
roteus Infektionskrankheiten und Intoxikationen auf eine Bindung des 
jedoch schadigenden Giftes durch die Rindenstoffe zuriickzufiihren ist. 
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Zusammenfassung. 
Durch Kulturversuche und Tierexperimente wird es wahrscheinlich Z 
gemacht, daB die durch van Herwerden beobachteten Erscheinungen . 
einer vermehrten Wachstumsintensitét und erhéhten Fruchtbarkeit 
von Daphnien, Limnaen und Froschlarven in Kulturen mit Neben- 
nierenrindenzusatz nicht auf eine direkte Anregung der Zellvermehrung 
(etwa durch vitaminartige Stoffe), sondern auf eine Bindung der in 
dem Kulturwasser enthaltenen giftigen Stoffe zuriickzufiihren ist. 
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Eine Methode zur Bestimmung der Gallensiuren im 
Duodenalsaft. 


Von 


Ernst Christoph Meyer. 





(Aus der medizinischen Universitatsklinik Greifswald. ) 
(Eingegangen am 18. Juni 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Unsere Kenntnisse tiber die Ausscheidungsverhiltnisse der Gallen- 
siuren unter physiologischen und pathologischen Bedingungen sind 
zurzeit noch sehr gering. Der Grund hierfiir liegt darin, daB es bisher 
noch keine einwandfreie Methode der Bestimmung der Gallensauren 
gab. Um diese Liicke auszufiillen, arbeitete ich eine solche Methode 
aus. Versuche, die Gallensiuren durch Fallung, Adsorption oder Ultra- 
filtration zu isolieren, erwiesen sich bald als wenig aussichtsvoll. Da- 
gegen erschien mir eine Methode, welche sich auf der starken ober- 
flachenaktiven Kraft der Gallensiuren aufbaut, als sehr wohl durch- 
fihrbar; denn es ist ja nur nétig, die Galle so weit zu verdiinnen, bis 
ihre Oberflachenspannung bei geringer Konzentrationsinderung deut- 
liche Unterschiede aufweist und die so mit dem Stalagmometer be- 
stimmten Oberflachenspannungen mit denen einer reinen Natrium- 
glykocholatlésung zu vergleichen. So einleuchtend der Gedanke zu- 
nichst erscheint, so stellten sich doch bei tieferem Eindringen in das 
Problem immer wieder neue Schwierigkeiten entgegen. Die Galle 
enthalt ja auBer den gallensauren Salzen noch etliche andere ober- 
flichenaktive Substanzen: Fettsiuren, Lecithin, Fett, Cholesterin, 
auBerdem enthalt die Galle noch Bilirubin, anorganische Salze (1, 2, 3, 4) 
und Schleim, welche wohl an sich nicht oberflachenaktiv sind, wohl 
aber die Oberflichenaktivitét der gallensauren Salze in merklicher 
Weise beeinflussen. SchlieBlich mu8 auch der Einflu8 der Wasser- 
stoffionenkonzentration (5, 6,7) auf die Oberflachenaktivitat beriick- 
sichtigt werden, da er von ganz ausschlaggebender Bedeutung ist und 
ganz besondere Beachtung verdient. 

Zunichst ging ich daran, Leichenblasengalle und Duodenalsiifte 
zu verdiinnen und die Tropfenzahl bei verschiedener Verdiinnung zu 
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Tabelle I. 


Tropfenzahlen') (Normaltropfen) verschiedener Verdiinnung von Duodenal- 
siften und Gallen ohne Beriicksichtigung der Wasserstoffionenkonzentration. 





Uns | 4:2 | 1:5 | 1:10) 1:20 1:30) 1:40 1:50) 1:70 1:100'1: 200 


verd.| 
Duodenalsaft 1. . . .| 169' — 173 155 133 122/118 113 108 103 — 
Duodenalsaft 2. . . .| 165) 173 | 182) 174) 147| 130/123 122 118) 113 105 
Duodenalsaft 3... . .| 172 180/153 134/123) 121/115 113 108 105 — 


Leichengalle ..... 102 | 150 153 156 | 147 | 147| 147 146 145) 139 131 





bestimmen (Tabelle I). Es ergab sich bei den meisten Duodenalsaften 
und Gallen bei stirkerer Konzentration eine zur Abszisse fast parallele 
Kurve, die dann bei zunehmender Verdiinnung zuerst allmiahlicher, 
cann recht steil abfiel. Dabei beobachtete ich bald, daB manche Gallen 
und Duodenalsafte bei stirkerer Konzentration einen hohen Verlauf 
zeigten, und daf daher zunachst der Anschein erweckt wurde, als ob 
die Galle sehr reich an oberflichenaktiven Substanzen sei, wahrend 
bei starkerer Verdiinnung die Kurve steiler abfiel als bei einer anderen 
Galle, welche bei hdherer Konzentration niedrigere Tropfenzahlen zeigte. 
Es bestanden mehrere Méglichkeiten, diese Tatsache zu erkliaren. 
Einmal konnte in der Galle auBer dem gallensauren Salze eine gréfere 
Menge anderer kapillaraktiver Substanzen beigemengt sein, welche 
bei Verdiinnung einen anderen Verlauf der Kurve ergeben als die 
gallensauren Salze allein; als solche Substanzen kommen vor allem 
die Seifen in Betracht — oder die Galle mit der anfangs hohen Tropfen- 
zahl enthielt in vermehrter Menge Salze, welche wohl nicht selbst 
oberflachenaktiv sind, aber die Oberflachenaktivitat kapillaraktiver 
Substanzen nicht unwesentlich beeinflussen (s. oben), auBerdem iibt 
die Wasserstoffionenkonzentration einen bedeutenden EinfluB auf die 
Oberflichenspannung aus, da ja bekanntlich oberflachenaktive Sauren 
eine bedeutend gréBere Oberflichenaktivitat haben als ihre Salze 
(Tabelle II und III). SchlieBlich zeigte sich, daB auch der Schleim 
bei der unverdiinnten bzw. nur wenig verdiinnten Galle einen EinfluB 
auf die Tropfenzahl hat. Auf den EinfluB des Schleimes komme ich 
noch zuriick. Es ergab sich also aus diesen Erfahrungen die Folgerung, 
bei konstantem Salzgehalt und bei konstanter Wasserstoffionen- 
konzentration zu arbeiten und den EinfluB der tibrigen kapillaraktiven 
Substanzen und Schleim zu beachten, um vergleichbare Werte zu 
erhalten. Ich dachte zunichst daran, die Bestimmung bei sehr hoher 


1) Normaltropfen = Tropfenzahl, bezogen auf ein Stalagmometer, das 
100 Wassertropfen liefert (J. T’raube, diese Zeitschr. 24, 243). Ich habe, 
dem Vorgehen Traubes und anderer folgend, alle Oberflaichenspannungen 
in Normaltropfen ausgedriickt. 
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Tabelle II. 
Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die Oberflachenspannuny 
verschiedener Netriumgly koe holatlésungen und Duodenalsifte. 














Pu: 75 7,0 | 6,5 | 6,0. 58 | 5.6 | 5,4 | ‘52 5,0 48, 4,6 4 42 40 | 3.5 30 


3mg-Proz. Na- | | Pe oe | 
Glyk. . . ..)—|—|—|—|— 104 —| — us| — — |1e2 — 123 123 122 

0,5 proz. Na- | 

| 


Glyk. _ 88|— 94] — jas] —|—|—|—|— 
rindabislets 

1:100 ~i—l— |i — 107 108 111, — | — —|121 ey des wg ee tan 
Duodenalsaft | 


unverdiinnt 161 171| — 177] —|-—|—|— 185 — 180; —|— 1163 155 ~ 


—_—i— 158 158 158 


Tabelle III. 
Einflu8 der Konzentration auf die Oberflachenspannung von Natrium- 
glykocholatlésung bei a Reaktion. 





Na-Glyk.-Lésung . . . 1,25 25) 5 10° 20 50 100 200 500) | 0 me 
Tropfenzahl 103 121, 132 140 145 148 153 155 158 _— 


Salzkonzentration vorzunehmen, um so die Empfindlichkeit der Method 
zu steigern und bei hoher Salzkonzentration von geringen Schwan- 
kungen des Salzgehaltes, wie sie durch den verschiedenen Salzgehalt 
der verschiedenen Gallen gegeben waren, unabhingig zu sein. Aus 
diesem Grunde untersuchte ich auch den Einflu8 der hohen Kochsalz- 
konzentration auf die gallensauren Salze (Tabelle IV). Ich verlie’ 


Tabelle IV. 
EinfluB verschiedener Kochsalzkonzentrationen auf die Oberflachenaktivitit 
einer Natriumglykocholatlésung von konstantem Natriumglykocholatgehalt 
bei neutraler (Lackmus) und kongosaurer Reaktion. 











| |0,32 proz.| (0,63 proz. 11,25 proz.| 2,5 proz.| 5 proz. ‘| 10proz. | 20 proz. ‘3 proz. 
Lésungsmittel Wasser | — 
NaCl 
Lackmus new || cag & ed | : | 
tralerReaktion || 107 | 111 | 119 | 125 | 129 | 134 | 137 | 143 | 151 
Kongosauer | 131 | 131 131 | 132 | 183 | 133 | 187 | 142 | 129 
spaiter diese Absicht wieder, weil ich einfacher durch die nunmehr 
angewandte Methode zum Ziele kam. Es sei aus diesen ausfiihrlichen 
Untersuchungen, weil sie fir die nunmehr ausgearbeitete Methode nur 
von sehr untergeordnetem Interesse sind, nur mitgeteilt, daB bei lackmus- 
alkalischer Reaktion der die Oberflichenspannung erniedrigende 
“influ8 der Salze (NaCl, KCl, CaCl,, Na,HPO,) auf die Oberflachen- 
spannung der Natriumglykocholatlésung sehr groB ist, wahrend er 
bei kongosaurer Reaktion tiberhaupt erst bei einer Salzkonzentration 
von tiber 1% mit dem Stalagmometer nachweisbar wird. Bei zu- 
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nehmender Salzkonzentration nimmt die Tropfenzahl auch bei kongo- 
saurer Reaktion zu, um aber bei sehr hoher Konzentration wieder 
abzufallen (4). Ich bin diesen Beobachtungen, die auBerhalb meines 
gesteckten Zieles liegen, nicht weiter nachgegangen. Eine zweite Eigen- 
tiimlichkeit fiel mir schon auf, als ich die ersten Gallen untersuchte. 
Ich fand namlich, daB manche Gallen ohne Verdiinnung eine ganz 
geringe Tropfenzahl aufwiesen, um dann gewaltig bei Verdiinnungen, 
z. B. 1:2, in die Héhe zu schnellen. Untersucht man reine Natrium- 
glykocholat- oder Natriumaurocholatlésung bis zu 2°%, so findet man 
bei gleichbleibender Wasserstoffionenkonzentration mit zunehmender 
Konzentration auch zunehmende Tropfenzahlen, d. h. zunehmende 
Oberflichenspannungserniedrigung, die sich bei hohen Konzentrationen 
nicht viel andern, aber jedenfalls nicht den bei der Galle beobachteten 
Abfall zeigten, der bei letzterer auch bei genauerer Innehaltung der p,, 
nachzuweisen war. Mir fiel gleich von vornherein auf, daB es sich immer 
um sehr schleimhaltige, sehr fadenziehende Gallen handelte, welche die 
Eigentiimlichkeiten besonders ausgesprochen zeigten, und ich konnte 
auch durch Hinzufiigen von ,,Schleim*, den ich aus der Galle gewann, 
zu Natriumglykocholatlésung beweisen, daB es der Schleim ist, welcher 
die Tropfenzahl bei hoher Konzentration driickt (s. Tabelle VI). Bei 
welcher Wasserstoffionenkonzentration sollte ich nun die Bestimmung 
vornehmen? Ich beobachtete bei verschiedener Wasserstoffionen- 
konzentration, dabei erkannte ich, daB die Tropfenzahl bei lackmus- 
alkalischer Reaktion weitgehend unabhangig von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration ist — fiigt man allerdings zuviel NaOH hinzu, 
so kommt eine Salzbeeinflussung zu- ,,, 
stande, denn dieselbe Beeinflussung 

kann man auch durch Aquivalente 

Kochsalzmengen erreichen. Anderer- 

seits erwies sich die Tropfenzahl bei 

kongosaurer Reaktion ebenfalls stabil, § a0 
zwischen diesen Werten war grobe 

Labilitat der Tropfenzahl zu _beob- 

achten (5). Hat man eine konzen- 

trierte Galle vor sich und versetzt sie 

stufenweise mit einigen Tropfen verdiinnter HCl, so steigt die 
Tropfenzahl zunichst deutlich an, um dann, wenn auch deutliche 
Ausfallung eintritt, auf einen Wert zu fallen, der fast immer dicht 
bei 158 Normaltropfen liegt. Verdiinnt man dann dieselbe Galle weiter 
und kommt man so weit, daB die Tropfenzahl bei alkalischer Reaktion 
unter dieser Zahl liegt, so steigt die Tropfenzahl bei zunehmender 
Wasserstoffionenkonzentration bis zu dieser Zahl an (Abb. 1). Ich 
dachte anfangs daran, den Schnittpunkt der ,,alkalischen‘‘ und der 
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Abb. 1. 
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,sauren’* Kurve als Grundlage der Bestimmung zu nehmen, er erwies 
sich aber als zu ungenau und wegen der unzureichenden Verdiinnung 
zu stark abhingig vom Salzgehalt und dem Gehalt anderer kapillar- 
Wie war nun die annahernde Konstanz 


aktiver Substanzen der Galle. 


der Tropfenzahl bei mittlerer und héherer Konzentration bei saurer 


Reaktion zu erkliaren ? 


Um dariiber Aufschlu8 zu bekommen, unter- 


suchte ich reine Natriumglykocholatlésung bei verschiedener p, und 


stie8 bei mittlerer und héherer Konzentration auf dieselbe Zahl. 


Bei 


einer Konzentration von etwa 0,1 bis 0.5% Natriumglykocholat bei 
kongosaurer Reaktion (s. Tabelle III) befinden wir uns bereits in dem 
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Bereiche der Kurve, die fast parallel zur Abszisse lauft, d. h. es findet 
bei ziemlich hochgradiger Verinderung der Konzentration nur eine 
geringe Beeinflussung der Oberflichenspannung statt. 

Diese Stabilitit der Oberflachenspannung der Gallensduren bei 
etwa 158 Normaltropfen ist eine Eigentiimlichkeit der Gallensauren, 
denn andere Fettsiuren zeigen wieder eine ganz andere Verlaufsform 
der Kurve. Daf der unverdiinnte und wenig verdiinnte Duodenalsaft 
auch bereits diese Oberflachenspannung hat, die sich in etwa 158 Normal- 
tropfen kund tut, zeigt auch, daB die Gallensiuren den Hauptbestand- 
teil der Kapillaraktivitat der Galle bilden. Andere Fettsiuren zeigen 
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bei steigender Konzentration héhere Tropfenzahlen oder haben wege 
der Unléslichkeit bei saurer Reaktion keine oberflachenaktive Kraft. 
Die beim Duodenalsaft hauptsichlich in Betracht kommenden Seifen 
haben wohl als solche eine groBe oberflichenspannungserniedrigende 
Kraft, aber beim Ansiuern der Seifenlésungen fallen die entstehenden 
freien Fettsiuren zum groBen Teil aus und iiben somit einen nur ge- 
ringen EinfluB8 auf die Oberflichenspannung aus (Tabelle V).  Ge- 


Tabelle V. 
Oberflachenspannung verschiedener konzentrierter Natriumoleinatlésungen 
bei alkalischer und kongosaurer Reaktion. 





Unverd. | £690) 4) 6 4B oh 92100 


0,09 proz. Natr.-Oleinat, alkal. Reaktion 210 129 110 ~~ 101 
Dieselbe, kongosaure Reaktion .. . .| 101 101 101 =: 101 


legentlich beobachtete ich bei sehr schleimhaltigen Duodenalsaften 
bei kongosaurer Reaktion eine héhere Tropfenzahl; beobachtet 
man eine solche angesiiuerte Galle aber lingere Zeit, so sieht man. 
daB schlieBlich auch diese Galle die oben angegebene Tropfenzahl 
gibt, eine Tatsache, die wohl darauf zuriickzufiihren ist, daB zunachst 
mehr Gallensiiure in Lésung gehalten wird (Schutzkolloide ?). ‘Wahrend 
nun bei alkalischer Reaktion die Tropfenzahl weitgehend abhangig 
ist von dem Salzgehalt der Lésung, so erwies sich die Tropfenzahl 
bei kongosaurer Reaktion als weitgehend unabhingig vom Salzgehalt 
der Lésung; weitere Einfliisse auf die durch die Gallensiuren bewirkte 
Oberflachenaktivitét muBten untersucht werden. Es muBten die 
iibrigen kapillaraktiven Substanzen der Galle einer naheren Unter- 
suchung unterzogen werden. Natriumpalmitat oder -oleat erwiesen 
sich als sehr oberflachenaktiv, aber siuerte man eine Seifenlésung an, 
so verschwand die Oberflichenaktivitét vollstindig (s. oben). Des- 
gleichen erwies sich ein Zusatz von Natriumoleat und -palmitat zu 
einer alkalischen Natriumglykocholatlésung als sehr aktiv, wahrend 
sich beim Ansiuern bis zu kongosaurer Reaktion nur bei groBer Fett- 
siurenkonzentration in der konzentrierten Natriumglykocholatlésung 
ein EinfluB geltend machte. Auch ein Zusatz von Cholesterin zu einem 
Gemisch von Natriumglykocholat und -taurocholat, -palmitat und 
-oleat erwies sich als unwirksam, allerdings blieb ein Teil des mit der 
Lésung geschiittelten Cholesterins ungelést. Um bessere Lésungs- 
verhaltnisse zu geben, schiittelte ich Cholesterin mit Duodenalsaft, 
auch hier léste sich nur ein Teil auf, jedenfalls war auch hier keine 
Beeinflussung festzustellen. Vom EinfluB des Schleimes habe ich 
schon gesprochen, Schleim selbst ist oberflacheninaktiv. Ich priifte 
noch den Einflu8 niederer Fettsiuren, Buttersiure und Essigsiure, 





und f 
die ei 
merkl 
austib 
Einfli 
Der ] 
losung 
wirks 
\ 
und s 
Reak 
verse] 
zahle 
oder 
schon 
Reak 
weite 
Konz 
der | 
berei 
Spalt 
der I 
die T 
Diffe 
Reak 
saft 


und 
und 
mit ¢ 
Verd 
160f 
eine! 





wegen 
Kraft 
Seifen 
igenc le 
lenden 
ur ge- 
Ge- 


sungen 


SaaS 


1:100 


101 
101 


saiften 
ichtet 
man, 
nzahl 
achst 
hrend 
angig 
nzahl 
ehalt 
rirkte 
1 die 
nter- 
lesen 


sung 
inem 

und 
; der 
ings- 
saft, 
eine 

ich 
“iifte 


ure, 








Bestimmung der Gallensiuren im Duodenalsaft. 363 





und fénd, daB erst ziemlich erhebliche Mengen — jedenfalls Mengen, 
die ein Vielfaches der vorhandenen Gallensiuren darstellen — einen 
merklichen Einflu8 auf die Kapillaraktivitat der Gallensiurelésung 
austiben. Der Gallenfarbstoff selbst ist oberflicheninaktiv. Auf seinen 
EinfluB auf die Oberflachenaktivitat komme ich noch spiter zuriick. 
Der EinfluB des Peptons auf die Kapillaraktivitaét einer Gallensiure- 
lésung wurde beobachtet und erst bei hGherer Konzentration als schwach 
wirksam gefunden. 

Verdiinnte ich nun einen Duodenalsaft bei alkalischer Reaktion 
und sauerte ich jede alkalische Verdiinnung auch bis zur kongosauren 
Reaktion an, stellte ich auBerdem eine Natriumglykocholatlésung in 
verschiedenen Verdiinnungen her, so stimmten entweder die Tropfen- 
zahlen bei einer bestimmten Verdiinnung bei saurer Reaktion iiberein 
oder bei alkalischer Reaktion (Tabelle VI, Spalte 1 und 2). Wir haben 
schon erfahren, daB NaCl (wie andere Elektrolyte) bei alkalischer 
Reaktion die Oberflachenspannung einer Natriumglykocholatlésung 
weiter erniedrigt, wahrend es bei kongosaurer Reaktion bei gleicher 
Konzentration keinen Einflu8 ausiibt. Dadurch wird die Differenz 
der Tropfenzahlen zwischen alkalischer und kongosaurer Reaktion 
bereits vermindert und der des Duodenalsaftes angenahert (Tabelle VJ, 
Spalte 1 bis 3). Aber die geringen Salzkonzentrationen, wie sie bei 
der Duodenalsaftverdiinnung vorhanden sind, geniigen doch nicht, um 
die Tropfenzahl bei alkalischer Reaktion so zu erhéhen und somit die 
Differenz zwischen Tropfenzahlen bei alkalischer und kongosaurer 
Reaktion so zu verkleinern, wie sie tatsachlich im verdiinnten Duodenal- 
saft vorhanden ist. 

Wir haben weiter gehért, daB die Seifen einen EinfluB ausiben, 
und in der Tat stimmt nun eine gallensaure Salzlésung, der Kochsalz 
und Seife zugesetzt ist, bei alkalischer und saurer Reaktion weit besser 
mit einer Galle in verschiedenen Verdiinnungen iiberein (s. Tabelle VI). 
Verdiinnt man nun aber eine Galle z. B. auf das 10-, 20-, 40-, 80-, 
160fache, bestimmt die Tropfenzahl und vergleicht diese mit denen 
einer reinen Natriumglykocholatlésung, so errechnet man bei stirkerer 
Verdiinnung in einem Teile der Fille einen héheren Natriumglykocholat- 
gehalt des Duodenalsaftes als bei weniger weitgehender Verdiinnung. 
Der Unterschied ist um so gréBer, je weniger konzentriert an Gallen- 
siuren der urspriingliche Duodenalsaft ist. Wie ist dieser Unterschied 
zu erkliren? Die ganz hohen Konzentrationen kommen schon wegen 
ihrer geringen Anderung der Oberflachenspannung bei Verdiinnung 
auf das Doppelte, Dreifache, Vierfache usw. fiir die Bestimmung der 
Gallensiuren nicht in Betracht, wie aber liegen die Verhaltnisse bei 
mittleren und niedrigeren Konzentrationen ? Der Zusatz von ,,Schleim‘ 
zu Natriumglykocholatlésungen lehrt, daB bei hinreichenderVerdiinnung 

Biochemische Zeitschrift Band 140. 24 
























364 E. Chr. Meyer: 


der ,,Schleim‘* keinen Einflu8 mehr ausiibt; auch Zusatz der ‘Seifey 
in der Konzentration, wie sie in. der Galle vorkommen, iiben selbst 
bei Gegenwart von Schleim keinen Einflu8 auf die- Oberflachenspannung 
aus; und wenn sie einen Einflu8 ausiibten, so sollte man annehmen. 
daB sie bei héherer Konzentration stirker wirkten, d. h. die Tropfen- 
zahl erhédhten. Das Gegenteil beobachtete ich. Ich setzte zu Natrium. 
glykocholatlésung noch Bilirubin hinzu und fand schwankende Werte, 
bald entsprachen sie denen der reinen angesiuerten Natriumglyko- 
cholatlésung, und bald gaben sie niedrigere Tropfenzahlen. Den Grund 
dieses Schwankens fand ich bald, als ich das Aussehen der Lésungen 
beobachtete. War ein herabsetzender Einflu& zu beobachten, so war 
das Bilirubin aus der Lésung ausgeflockt, war kein Einflu8 zu bemerken, 
so konnte man wohl eine Opaleszenz oder leichte Triibung, aber keine 
Ausflockung beobachten. Ich schlo8 also aus dieser Beobachtung, 
daB- bei etwas stiirkerer Konzentration die Gallensiuren mit aus- 
fallendem Bilirubin oder etwa ausfallenden Fettsiuren mitgerissen 
und adsorbiert werden, es sind zwar nur geringe Mengen, die auch 
bei dieser starken Verdiinnung ausfallen, aber bei dieser Verdiinnung 
ist die Tropfenzahl auch so empfindlich gegen geringe Konzentrations- 
anderungen, daB wohl dieser Vorgang sich so erklaren la8t, um so mehr, 
als bei Duodenalsiften mit hohem Gallensiuregehalt, bei denen man 
also weitgehend verdiinnen mu, dieser Unterschied im Werte bei 
verschiedener Konzentration nicht vorhanden oder nur unerheblich 
ist (s. Tabelle VI). Da8 Adsorptionsvorginge bei so hoch kapillar- 
aktiven Substanzen wie die Gallensiuren eine hochbedeutende Rolle 
spielen, geht schon daraus hervor, da8 eine Gallensdurelésung von 
bestimmter Konzentration durch Filtrieren ihre Oberflachenaktivitit 
verringert und daB geringe Mengen Tierkohle geniigen, um die Ober- 


Tabelle VII. 
Einflu8 der Adsorption an Tierkohle auf die Tropfenzahl von Natrium- 
glykocholatlésungen. 
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flachenaktivitat einer Gallenséurelésung zu beeinflussen (Tabelle VII). 
Ich hatte nun, um den Einflu8 der ausfallenden und adsorbierenden 
Substanzen zu beriicksichtigen, eine Standardkurve anlegen kénnen, 
die solche Substanzen, z. B. Bilirubin, enthalt, aber bei der kiinstlichen 
Darstellung dieser Lésungen bekommt man je nach der Ausflockung 
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verschiedene Beeinflussung, wie schon oben erwaihnt wurde. Daher 
sah ich davon ab und verdiinne also so weit, bis keine sichtbare Triibung 
mehr zu beobachten ist. Wie schon erwahnt, stimmen ja bei urspriinglich 
hoher Gallensiurekonzentration im Duodenalsaft verschieden weit- 
gehende (z. B. 1: 100, 1: 200) Verdiinnungen sehr gut iiberein. Diese 
Tatsache brachte mich zu dem Entschlu®, in dieser Weise zu verfahren. 

Den Einflu8B des Lecithins habe ich nicht im’ besonderen unter- 
sucht, denn da der oberflichenaktive Anteil des Lecithinmolekiils 
die Olsiure ist, so habe ich bei meinen Untersuchungen iiber den Einflu8 
der Olsiure weit gréBere Olsiuremengen genommen als der Konzen- 
tration an Olsiure und Lecithin in der Galle entspricht. Da das Lecithin 
nicht wasserléslich und sehr schwer rein zu beschaffen ist, glaube ich 
durch den Ersatz durch Olsiure den vorhandenen Einflu8 des Lecithins 
weit besser beriicksichtigt zu haben, als wenn ich versucht hatte, 
einigermaBen in Betracht kommende Mengen von Lecithin aufzulésen. 
Ich habe bisher nachgewiesen, daB wohl in der konzentrierten und 
wenig verdiinnten Galle, insbesondere bei alkalischer, weniger aber 
doch noch nachweisbar bei kongosaurer Reaktion, die verschiedenen 
Bestandteile der Galle einen EinfluB auf die durch die Gallensiuren 
bedingte Oberflichenspannungserniedrigung ausiiben, daB aber bei 
hinreichender Verdiinnung dieser EinfluB der Beimengungen bei kongo- 
saurer Reaktion nicht mehr nachweisbar ist. Nunmehr méchte ich 
noch zeigen, daB zur Galle zugesetztes Natriumglykocholat in den 
verdiinnten Lésungen in der zugesetzten Menge wiedergefunden wird. 
Dabei ist es gleichgiiltig, ob ich das Natriumglykocholat zur konzen- 
trierten Galle zusetze und dann verdiinne, oder ob ich den Duodenal- 
saft erst verdiinne und dann zur Verdiinnung die entsprechenden 
Natriumglykocholatmengen zusetze. Ein Beispiel mége hier die Ver- 
hiltnisse zeigen (Tabelle VIII). 


Tabelle VIII. 
Zusatz von Natriumglykocholat zu Duodenalsaft: 
unverdiinnt 


Pee 150 3:10 3:30 1340 1::80. 1: 100 = 9: 920 
alkalisch . . . 172 177 = 158 134 118 110 104 - 
kongosauer . . 156 155 = 151 149 143 137 123 108 

Derselbe Duodenalsaft 
+ 0,25 mg-Proz. Natrium alkalisch 127 120 110 — — 
Glykocholat kongosauer. . . . 151 145 138 125 109 
Verdiinnung 1: 160 ergibt 1,57 mg-Proz. x 160 = 0,25 g-Proz. im un- 
verdiinnten Duodenalsaft. 
Verdiinnung 1: 80 ergibt 3,00 mg-Proz. x 80 = 0,24 g-Proz. im un- 
verdiinnten Duodenalsaft. 
Nach Zusatz von 0,25% Natriumglykocholat ergibt: 
Verdiinnung 1: 320: 1,6 mg-Proz. x 320 = 0,51 g-Proz. 
1: 160: 3,3 mg-Proz. x 160 = 0,53 g-Proz. 
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Tropfen: | Tropfer 
|} zabl | zahl 
i 


Duodenalsaft 1:160 . . . 108 | Duodenalsaft 1:80... . 123 

Auf 12cem desselben 0,19cem Auf 12cem desselben, 019¢ecm 
0,lproz. Natriumglyko- 0,1 proz. Natriumglyko- 
cholatlésung dideaitiang 

Weitere 0,38 ccm 0,10 proz. Weitere 0,70cem 0,1 proz. | 
Natriumgly kocholatlésg. 137 Natriumglykocholatlésg. 

Weitere 0,52 cem 0,10 proz. 


Natriumglykocholatlésg. 147 
Verd. 1: 160 = 1,57 mg-Proz. berechnet beobachtet 
+ 1,6 mg-Proz. 3,17 mg-Proz. 3,3 mg-Proz. 
+ 3,2 ws 6,37 be 6,7 
te | aa 18,8 ai 17 bis 23 
Verd. 1:80 = 3,0 mg-Proz. 
+ 3,2 ss 6,2 cs 6,7 a 
+ 12,8 is 19,0 96 17 bis 23 ,, 
Natriumtaurocholat zeigt im Prinzip das gleiche Verhalten wic 
Natriumglykocholat. Auch hat das Natriumtaurocholat bei den in 
_Betracht kommenden Konzentrationen eine die Oberflachenspannung 
erniedrigende Kraft, die sich nur wenig von der des Natriumglyko- 
cholats unterscheidet, so daB ich davon absehen konnte, eine Standard- 
lésung herzustellen, welche beide Gallensiuren enthalt. Es wird also 
bei meiner Methode die Oberflachenspannung bestimmt, welche durch 
die in der Galle bei der entsprechenden Verdiinnung und bei der kongo- 
sauren Reaktion gelésten oberflichenaktiven Stoffe bedingt wird. 
und diese die Oberflichenspannung erniedrigende Kraft wird auf 
Glykocholsiure bezogen, wobei ich mir bewuBt bin, daB sich auch 
die Taurocholsiure an der Oberflachenspannungserniedrigung beteiligt. 
Meine Erfahrungen ergeben, daB alle Methoden, welche den Salz- 
gehalt und die Wasserstoffionenkonzentration nicht beriicksichtigen, 
oder welche in zu konzentrierten Duodenalsaftextraktionen arbeiten, 
zu falschen oder ungenauen Ergebnissen fiihren miissen. Weiter méchte 
ich noch erwahnen, da eine Extraktion mit Ather bei saurer Reaktion, 
um die Fettsiuren zu entfernen, unzulissig ist, weil die Gallensiuren 
in nicht unerheblicher Weise in Ather léslich sind und bei einiger- 
maBen héherer Konzentration durch Ather teilweise ausgeschiittelt 
werden kénnen, wovon ich mich bei reinen Natriumglykocholatlésungen 
tiberzeugen konnte. Aus diesen Griinden kénnen die Bestimmungs- 
methoden von Beth (8), und wegen der Nichtberiicksichtigung des 
Salzgehaltes und der Wasserstoffionenkonzentration auch dic 
Schitzungsmethode von Lepehne (9) keine richtigen Ergebnisse liefern. 
Zum Schlu8 mége die Ausfiihrung der Methoden folgen. Der 
Duodenalsaft wird vom niichternen Patienten — sei es durch spontanes 
AbflieBen, sei es durch Ansaugen mit der Rekordspritze — gewonnen, 
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wobei darauf zu achten ist, daB der Duodenalsaft nicht durch Magen- 








































































ee | 
Tropte: saft verunreinigt ist, was sich durch einen gelben Niederschlag oder 
0 Triibung ohne weiteres zu erkennen gibt. Alsdann wird méglichst 
123 frisch der vollig klare Duodenalsaft, der also nicht filtriert werden 
darf, in folgender Weise untersucht. Bei der gewéhnlich vorhandenen, 
a schwach alkalischen Reaktion wird der 
- Duodenalsaft zunichst etwa auf das ane 
147 50fache verdiinnt, dann mit 1 bis 2 4,\- 
Tropfen etwa 15proz. Salzsiure deutlich —%30}--+—-- +- #+——- 4 
Rises kongosauer gemacht und seine Tropfen- %}~ [ , ie 
2-Prov, | 7ahl bestimmt. Ubersteigt die Tropfen- —é : 
1S zahl 135 Normaltropfen, so wird eine g7\ , | /. § 
9 stirkere Verdiinnung hergestellt, etwa 75- ‘S20 ‘ 
oder 100fach usw. Sollte die zunachst her- a al = 
a gestellte 50fache Verdiinnung zu weit ge- ie Aw Bm bodubshae: ‘ 
ee gangen sein, so stellt man sich eine 25fache —j7z|___/ ae Ba On AS 
se oder 20fache oder gar 10fache Verdiinnung = ™}—++-+-+-+-+-+-+-+— a 
len in her, um mit der Tropfenzahl in den Be- “/- ga) tg en oy ae ae 
nnung : : e 106|p—+—+ + -+ a8 ae 
6 reich von 105 bis 135 Normaltropfen  ,,| // 2 @ ee ag 
Blyko. zu gelangen. Alsdann liest man in der gy | | me Bethel pe 
dard. § abb. 2 den Natriumglykocholatgehalt ab 04+ | 3 ye 
d also Fund multipliziert mit der Verdiinnungs- ang % Ne-glycoche! 
durch zahl. Wie aus meinen obigen Ausfiihrungen sm. 
ong0- Bf hervorgeht, soll man immer so weit wie méglich verdiinnen, d. h. ie 
wird, so weit, bis man in den Bereich von 105 bis 115 Normaltropfen 4 
1 auf gekommen ist. Bei dem Gebrauch des Stalagmometers méchte ich i 
auch noch besonders auf die Vorschrift Trawbes hinweisen, so langsam 
eiligt. tropfen zu lassen, daB héchstens 20 Tropfen in der Minute herunter- 
Salz. fallen, um gut iibereinstimmende Zahlen zu erhalten. Ich habe bei 
igen, 14 bis 16 Tropfen in der Minute gearbeitet und dabei in der gleichen 
eaten, Lésung héchstens Unterschiede von 0,3 Tropfen meines Stalagmometers 
Schte erhalten. Ich arbeitete mit einem geraden Stalagmometer von F 
ktion, 37,3 Tropfen Wasser bei 20°. Die Abtropfgeschwindigkeit regulierte 
oan ich mit einem Schlauche, der oben am Stalagmometer angebracht 
— war, durch mehr oder weniger starkes Herunterziehen des Schlauches 
ittelt konnte ich auf einfache Weise die Tropfenzahl regulieren. 
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Uber die Sedimentierung 
von Suspensionen und die Senkung der roten Blutkérperchen. 


Von 
L. Berezeller und H. Wastl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 18. Juni 1923.) 


Die Senkung der roten Blutkérperchen kann in mancher Beziehung 

mit der Sedimentierung von Suspensionen und mit der Flockung von 
kolloiden Lésungen verglichen werden, wobei die groBe Konstanz 
der TeilchengréBe bei den roten Blutkérperchen sie fiir die Unter- 
suchungen dieser Erscheinungen sehr geeignet erscheinen li8t, wenn 
es gelingt, die biologischen Faktoren naher zu charakterisieren, welche 
den Senkungsvorgang beeinflussen. 
* Die neueren Untersuchungen haben sehr viel zur Klarung des 
Vorganges der Senkung der roten Blutkérperchen von biologischen 
Gesichtspunkten aus beigetragen, aber trotzdem ist die Frage nach 
dem Mechanismus dieser Senkung noch keineswegs vollstiindig gelést. 
Andererseits haben die Untersuchungen von Perrin, Smoluchowski, 
Oden in den letzten Jahren in der Aufklirung der Sedimentierungs- 
erscheinungen im allgemeinen groBe Fortschritte gebracht, wobei dic 
Analyse von der Beobachtung immer nur eines sich bewegenden 
Teilchens ausgegangen ist. 

Dieser Gedankengang wurde auch wiederholt bei der Senkung 
der roten Blutkérperchen verfolgt. Ob dies allgemein giiltig ist, ist 
bei den Sedimentierungsvorgingen sehr fraglich. Vielmehr ist es sehr 
wohl mdglich, daB auf kleine Entfernungen wirksame Fernkrafte von 
besonderer Bedeutung beim Zustandekommen der Erscheinungen sein 
kénnen. Wir sind gewdhnt, solche Fernkrafte anzunehmen, um dic 
Kohasion bei festen Kérpern zu erkliren. In Fliissigkeiten ist dic 
Oberflaichenspannung ein Ausdruck der Kohisionskraft. Die Wirkung 
der Oberflichenspannung macht sich nun nach unserer Auffassung 
nur auf sehr geringe Entfernungen hin geltend, da.die Dichte der Ober- 
flichenschichten ein nur mit sehr niedrigen Zahlen zu multiplizierendes 
Mehrfaches des Molekulardurchmessers ist. 

Dagegen haben schon die Liebreichschen') Untersuchungen iiber 
den ,,toten Raum“ gezeigt, da8 wir sogar makroskopisch von der 


1) Zeitschr. f. physik. Chem. 5, 529ff., 1890. 
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Oberflache ausgehende, sichtbare Gebiete als anders reagierend beob- 
achten kénnen. Es miissen sich also von der Oberflache noch in ziem- 
licher Entfernung die Flissigkeitsschichten anders verhalten wie im 
Innern der Fliissigkeit selbst. Liebreich hat diese seine Beobachtungen 
mit den Vorgiingen in den Zellen in Zusammenhang gebracht und 
angenommen, da bedeutende Teile der Zellen sich als ,,tote Riume* 
verhalten*). 

Die physikalische Durchforschung dieses Gebietes ist heute noch 
im Anfang, und da in vielen Beziehungen die biologischen Objekte 
fir die Untersuchungen viel geeigneter sind als die anorganischen, 
so ist es zu erwarten, daf fiir die Erforschung dieser Infrakapillaritits- 
erscheinungen eben die Untersuchung der biologischen Objekte einen 
wichtigen Impuls geben wird. Wir haben eigentlich so konstant zu- 
sammengesetzte und insbesondere nach Form und Gréfe so konstante 
Gebilde, wie sie uns die Zellen darstellen, fiir die Untersuchung dieser 
Erscheinungen der 5 Dimensionen, aber auch noch fir weit kleinere, 
im anorganischen Gebiete nicht. 

Fir die physikalische Untersuchung muB aber die biologische 
vorbauen, da die feinere messende Erforschung dieses Gebietes es 
gezeigt hat, daB bei der Bewegung dieser Teilchen eine sehr grofe 
Variation der Daten eben in der biologischen Variation der Bedin- 
gungen liegt. 

Auf einige dieser Erscheinungen soll in den nachsten Abhand- 
lungen eingegangen werden; an dieser Stelle soll nur der direkte Beweis 
erbracht werden, daB sogar bei Sedimentierungsvorgingen in an- 
organischen Suspensionen Kohisionsfernkrafte wirksam sein kénnen, 
da8 man also die Sedimentierung oder auch die Senkung der roten 
Blutkérperchen nicht als die Bewegung eines Teilchens allein betrachten 
kann. Dieser Beweis laBt sich am einfachsten mit Kaolinsuspensionen 
erbringen. Wenn wir Kaolinsuspensionen, z. B. in der Starke von 
1 bis 10%, mit Wasser bereiten und mit den so hergestellten Suspen- 
sionen (z. B. 1-, 2-, 5- oder 10proz.) eine Reihe von Eprouvetten fiilen, 
so kénnen wir beobachten, dab, wahrend mit 10proz. Suspension 
gefiillte Rohrchen sich ganz klar niedersetzen, in den mit verdiinnterer 


1) Die neueren Untersuchungen haben bewiesen, daB die Oberflachen 
bei chemischen Reaktionen nicht nur tote Raume bilden kénnen, sondern 
daB es sogar zu einer michtigen Beschleunigung bestimmter Reaktionen 
an den Oberflichen kommen kann, so daB die Liebreichsche Verallgemei- 
nerung der toten Raume fiir die Zellen keineswegs bestehen kann. Fiir 
uns handelt es sich nur darum, da® infolge der groBen Entwicklung der 
Zelloberflachen jene Fliissigkeitsvolumina, in denen eine Verschiebung 
der Vorgiinge in der Nahe der Oberflachen gegeniiber dem Fliissigkeits- 
innern beobachtet wurde, bei den Zellen ein bedeutendes, wenn nicht das 
ganze Volumen der Zellen ausmachen. 
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Suspension gefiillten Réhrchen immer ein feiner Schleier in der Lésung 
zuriickbleibt, und zwar ist in den mit verdiinnterer Suspension gefiillten 
Rohrehen dieser Schleier ein viel starkerer als in den mit konzen. 
trierteren Suspensionen gefiillten. 












Tabelle. Eprouvetten bis etwa 130mm mit der Suspension gefiillt. 
(Vertikal aufgestellt. ) 



















Zeit | 20 proz. | 10 proz. 5 proz. 1 proz. 
Kaolinstspension Keolinsuspension Roatiarnannies | Kaolinsuspensi mn 
) 
Nach 20h | | |38mm:klar |llmm:klar | 7mm: klar | 10mm: klar 
| 92 mm: Boden- | 69mm: Triibg. 101mm: Triibg. 114mm: Triibg. 
satz 50mm: Boden-| 22mm: Boden-| 6mm: Boden- 
satz satz '  gatz 





Nach | 69mm: klar 91mm: klar | 20mm:klar | 15mm: klar 
weiteren eo Boden- | 39mm: Boden- | | 86mm: Triibg. 107mm: Triibg. 






24h | | gatz (leicht) | 8mm: Boden- 
24mm: Boden- _ satz 
satz 






Nach | klar; scharfe| klar; scharfe | leicht getriibt; leicht getriibt; 







weiteren | Grenzegegen| Grenzegegen| unscharfe unscharfe 
120 | Bodensatz | Bodensatz Grenze gegen) Grenze gegen 
i Bodensatz Bodensatz 





Man muB8 also annehmen, daB in den mit konzentrierteren Suspen- 
sionen gefiillten Rohrchen die gréferen Teilchen die kleineren Teilchen 
mit sich reiBen und daB diese Wirkung mit der Entfernung der Teilchen 
immer kleiner und kleiner wird. Besonders interessant ist nun, dab 
schon eine so geringe Verschiebung in der mittleren Entfernung der 
Teilchen einen so wesentlichen Unterschied im Zustandekommen der 
Erscheinung hervorruft, was aber damit in sehr gutem Einklange steht, 
daB eben die Kohisionskrifte einen fast sprunghaften Abfall ihrer 
Starke mit der Entfernung aufweisen. Nun scheint aber, da® der 
Tatigkeitsbereich dieser Kriafte mit den Zelldimensionen engstens 
zusammenfallt und daB sie nicht nur als die in reinen Fliissigkeiten 
beobachteten Oberflichenkrafte in den Lebewesen titig sind. 


Wir wissen es sehr gut, daB die Klebeerscheinungen mit diesen 
Kohasionskriften in engstem Zusammenhange stehen; in der Histologic 
und auch in der Serologie spielen aber die Klebeerscheinungen an Zellen 
(Interzellularsubstanzen, Agglutination) eine sehr groBe Rolle. In 
der Klebetechnik wissen wir, daB bestimmte TeilchengréBen Lyophiler 
Kolloide, ob sie EiweiB- oder Kohlehydratderivate sind, von besonderer 
Klebekraft sind (Dextrin, Gelatine, Casein). Dieselben Substanzen — 
was die EiweiBderivate betrifft — haben bei der Agglutination wic 
bei der Senkung der roten Blutkérperchen ganz spezifische Wirkungen, 
die allein durch ihre Anreicherung in der Oberflaiche nicht erklart 
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werden kénnen, wie dies zuerst Berczeller und Stanker') beschrieben 
haben und wie dies spiter von Fahreus*), Linzenmeyer®), Sterlinger*), 
Stohr, Kanei®) usw. bestatigt wurde. Beim weiteren Fortschreiten 
der Hydrolyse nimmt die klebende sowie die agglutinierende oder 
senkende Wirkung gleichmaBig ab, wie dies bei Pepton zur Beobachtung 
kommt (Berczeller und Stanker, Fahreus, Linzenmeyer, Starlinger usw., 
l.c.). Von der Klebewirkung wissen wir, daB diese Wirkung nicht 
allein von der Klebesubstanz, sondern ebenso von den Oberflachen, 
die geklebt werden, abhangig ist, und daher kann man auch nicht sagen, 
daB alle wasserléslichen Klebestoffe senkungsbeschleunigend wirken, 
nicht einmal, da alle senkungsbeschleunigenden Stoffe bei allen 
Sedimentierungsvorgangen gleichmaBig einwirken. 

Das schénste Beispiel bildet hierfiir das Verhalten der Gelatine. 
Diese — eines unserer besten ,,Schutzkolloide‘‘ — bildet auf der anderen 
Seite eines der wirksamsten Mittel fiir die Aufhebung der Stabilitat 
der roten Blutkérperchen. Am naheliegendsten wire die Annahme, 
der Unterschied der TeilchengréBe (mikroskopische Suspensionen 
gegentiber Suspensionskolloiden) bilde den wirksamen Faktor. Dies 
ist aber keineswegs der Fall, da man bei vielen Sedimentierungs- 
vorgingen eine ganz dhniiche ,,Schutzwirkung der Gelatine beob- 
achten kann wie bei Kolloiden. Die Unterschiede liegen eben auch in 
den Differenzen der Oberflichen. 

Die Hirschfeld- und Klingersche Auffassung der Suspensions- 
stabilisierung von lyophilen Kolloiden sagt aus, da wasserlésliche 
Bestandteile von geringerer MolekiilgréBe, die an der Oberflache ad- 
sorbiert sind und die aus ihr verdrangt werden kénnen, die Stabili- 
sierung bewirken. Diese Annahme wurde auch fiir die roten Blut- 
kérperchen gemacht. Es ist nun nicht wahrscheinlich, daB dies im 
allgemeinen fiir Fallungsreaktionen das wirksame Agens bildet. Einer 
von uns [Berczeller]*) hat die Flockung von Celluloseaither (Athyl- 
und Methylalkoholither der Cellulose), die in Wasser kolloidal lésliche 
Verbindungen sind, untersucht und dabei sehr auffallende Analogien 
mit dem Verhalten der Eiweifflockungen beobachtet. Die Cellulose- 
aither werden nicht nur durch Erhitzen ihrer Lésungen geflockt, sondern 
sie werden auch durch Alkaloidreagenzien, Phenol, einige Schwer- 
metallsalze ebenso wie die EiweiB®kérper gefallt, dagegen z. B. durch 
Sulfosalicylsiiure nicht. Bei der chemischen Bestandigkeit der Cellulose- 


1) Intern. Zeitschr. f. physik.-chem. Biol. 8, 133—136, 1917. 
*) The Suspensions Stability of the Blood. Stockholm 1921. 
3) Pfliigers Arch. 186, 272ff., 1921. 
4) Diese Zeitschr. 122, 105ff., 1921. 
5) Pfliigers Arch. 197, 584ff., 1923. 
6) Noch nicht veréffentlichte Versuche. 
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ither ist nun an eine hydrolytische Abspaltung bei ihnen nicht 2. 
denken, trotzdem verhalten sie sich in ihrer Stabilitat ganz ahnlich 
und bilden ahnliche lyophile kolloide Lésungen wie die Eiwei8kérper. 
Deswegen miissen wir heute dabei bleiben, daB die fillende Wirkung 
jener Substanzen, welche auch eine Klebewirkung ausiiben, nicht von 
einer Verdrangung anderer Substanzen aus der Oberfliche abhiingiy 
ist, sondern da ihre destabilisierende Wirkung ebenso wie auch ihre 
Klebewirkung auch von den Oberflichen, auf welche sie einwirken, 
abhangt. Diese Annahme ist um so berechtigter, als fiir Kolloide uni 
auch Halbkolloide die Adsorptionsverdringung nicht in Betracht 
kommt, wahrend diese bei Kristalloiden ein sehr wirksamer Faktor 
sein kann. 

In diese Gruppe der Senkungsbeeinflussung gehért die Wirkung 
des Fibrinogens, Globulins und Albumins. Die symbate Verinderung 
der Fallungswirkung mit der Viskositat, die zunachst den auffallendsten 
Widerspruch mit der Mechanik gebildet hat, ist damit gut aufgeklart. 
da wir ja wissen, daB auch die Klebekraft dieser ideungen mit der 
Viskositét zunimmt?). 

Nun kann man diese Wirkungen dadurch mehr in den Vordergrund 
bzw. Hintergrund stellen, indem man mit bestimmten Blutarten 
arbeitet. Beim Pferdeblute und im Plasma spielen diese Erscheinungen 
die Hauptursachen, bei Rinderblut dagegen bilden sie sicherlich nur 
eine Nebenbedingung, insbesondere wenn man es in defibriniertem 
Zustande untersucht. Schweineblut steht dem Rinderblute viel naher 
als dem Pferdeblute. Aus diesem Grunde haben Berczeller und Stanker 
(1. c.) fiir ihre Untersuchungen Rinder- bzw. Schweineblut gewahlt. 
um unter einfacheren Bedingungen arbeiten zu kénnen. De Haans?) 
entgegengesetzte Auffassung, da nimlich die Agglutinabilitét auch 
im Schweineblute die Hauptursache der Sedimentationswirkung ist, 
wurde inzwischen so mannigfach widerlegt, da8 es sich ertibrigt, darauf 
niher einzugehen. 

Im Gegensatz zu den. oberflichenaktiven viskosen  kolloiden 
Lésungen hemmen die oberflichenaktiven kristalloiden Lésungen dic 
Senkung der roten Blutkérperchen in sehr groBem MaBe. Sogar mit 
einer konzentrierten wisserigen Thymollésung la8t sich diese Er- 
scheinung nachweisen (Berczeller und Stanker, |. c.). Abnlich wirken 


-}) Es ist natiirlich ganz sicher, daB diese Erscheinung, welche mit 
der Agglutinabilitat der roten Blutkérperchen engstens zusammenhiingt. 
nur als eine Bedingung der Senkung und nicht als ihre Ursache aufgefaist 
werden kann. Die Agglutination der roten Blutkérperchen ist einerseit+ 
wegen der ungeniigenden physikalischen Grundlagen, andererseits wegen 
der Mannigfaltigkeit der biologischen Erscheinungen auch heute noch 
sicher der wundeste Punkt der Senkungserscheinungen. 

*) Diese Zeitschr. 86, 298ff., 1918. 
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auch die kapillaraktiven Narkotika. In dieser Eigenschaft verhalten 
sich die roten Blutkérperchen gerade entgegengesetzt als die Kolloide 
und Suspensionen im allgemeinen. Bei kolloiden Lésungen konnten 
Kruyt und Huyn*), Freundlich und Rona*); Berczeller*) usw. eine 
Verstirkung der flockenden Wirkung der Salze durch kapillaraktive 
Substanzen beobachten; ganz ahnlich verhalten sich nach den Be- 
funden von Rona und Gyérgy*) Suspensionen. Die Senkung der roten 
Blutkérperchen wird dagegen gehemmt. Dies kénnen wir nur durch 
eine Adsorptionsverdringung erklaren. Die Membran der roten Blut- 
kérperchen enthalt Substanzen, welche eine beschleunigende Wirkung 
auf die Senkung ausiiben (Fibrinogen, Globulin, Lipoide usw.); durch 
die oberflachenaktiven Kristalloide werden diese verdrangt, die Senkung 
wird langsamer. 

Wenn wir auch in dieser Gruppe der Sedimentierungserschei- 
nungen — in einem Gebiete, wo Sedimentation von Suspensionen 
und Senkung von roten Blutkérperchen sich antibat verindern — 
eine einfache physikalische Deutung der Senkungsbeschleunigungen 
und Verlangsamungen geben kénnen, da die besten Schutzkolloide 
die Senkung beschleunigen und diejenigen kapillaraktiven Substanzen, 
welche die Flockung sensibilisieren, die Senkung hemmen (auch wenn 
die roten Blutkérperchen vorher mit physiologischer Kochsalzlésung 
gewaschen wurden), so ergeben doch diese Tatsachen den besten Beweis, 
da8 wir zunachst eine méglichst rein physikalische Analyse der Er- 
scheinungen versuchen miissen, da selbst dann, wenn wir Blutkérperchen 
und Plasma oder Serum voneinander trennen, eine Mannigfaltigkeit 
der Erscheinungen auftritt, die sich schwer deuten laBt. 

Berczeller und Stanker (1. c.) haben auch schon auf die Verinderung 
der GréBe und Form der Oberfliche der roten Blutkérperchen hin- 
gewiesen; dies ist z. B. bei mit physiologischer Kochsalzlésung ge- 
waschenen roten Blutkérperchen zu beobachten, welche auch eine 
ganz wesentlich andere Senkungsgeschwindigkeit besitzen als die im 
Serum suspendierten. Die Oberflichenerscheinungen allein kénnen 
sich aber in entgegengesetzter Richtung beeinflussen, und man mu 
sie daher zunachst voneinander trennen kénnen. Zu diesem Zwecke 
werden die mechanischen Eigenschaften der Senkung herangezogen 
werden, welche auch fiir die Standardisierung der Senkungswerte 
von gréBter Bedeutung sind, und welche bis jetzt sogar fiir den klinischen 
Vergleich nur ganz ungeniigend herangezogen wurden. Diese Eigen- 
schaften werden in den folgenden Arbeiten untersucht. 


1) Kolloidchem. Beihefte 5, 209, 1914. 
2) Diese Zeitschr. 81, 87, 1917. 
3) Ebendaselbst 84, 175, 1917. 
4) Ebendaselbst 105, 133, 1920. 




















Experimentelle Untersuchungen iiber die Wirkung 
des PankreaspreBsaftes auf den Stoffwechsel'). 


Von 
Dionys Fuchs und Emerich Schill. 
(Aus der III. medizinischen Klinik der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 18. Juni 1923.) 


Unsere, die Wirkung des PankreaspreBsaftes auf den Stoffwechsel 
und speziell auf den Gaswechsel betreffenden Untersuchungen bilden 
die Fortsetzung der Untersuchungen von Bélint und Molnér?) iiber 
die Wirkung des PankreaspreBsaftes auf den Blutdruck. Diese Autoren 
erreichten beim Hunde und beim Kaninchen durch die intravenise 
Injektion des PreBsaftes eine typische, akut einsetzende, kurz an- 
haltende und nach wiederholter Injektion wieder auftretende Blut- 
drucksenkung, welche den Gegensatz zur Adrenalinwirkung bildet. 
Die Wirkung ist weder durch Peptone, noch durch Cholin bedingt, 
sondern beruht nach ihnen auf einem spezifischen Pankreashormon, 
dessen Angriffspunkt an der Peripherie des Kreislaufapparates ist. 
Dieses Hormon dient nach ihnen zur Erhaltung des Gleichgewichtes 
gegeniiher dem Adrenalin und besitzt auf diese Weise Bedeutung in 
der Erhaltung des Tonus im autonomen Nervensystem. 

Die erste, durch unsere Experimente zu beantwortende Frage 
war die Wirkung des PankreaspreBsaftes auf den Gaswechsel des 
normalen Tieres, waihrend unsere zweite Aufgabe die Untersuchung 
jener Frage bildete, ob nicht die der des Adrenalins entgegengesetzte 
Wirkung des PankreaspreBsaftes auf den Blutdruck auch im Gaswechsel 
zum Ausdruck kommt. Diese Frage ist mit jenen Untersuchungen 


1) Diese Arbeit wurde im Juli 1914 abgeschlossen, auBerer Ursachen 
halber kommt sie erst jetzt zur Veréffentlichung. 
*) Balint und Molnar, Zeitschr. f. exper. Path. u. Therap. 11, 333, 1912. 
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verbunden, welche der eine von uns [Fuchs!)] zusammen mit Roth 
iiber die Wirkung des Adrenalins auf den Gaswechsel ausfiihrte: Wir 
konnten unsere, das letztgenannte Problem betreffenden Untersuchungen 
gleich unter verschobenen innersekretorischen Verhiltnissen ausfihren, 
da die Wirkung des Adrenalins auf den Gaswechsel des normalen 
Tieres aus der experimentellen Arbeit von Héri?) bekannt ist. Zu 
diesem Zwecke wurden Hunde durch vollkommene Entfernung ihres 
Pankreas diabetisch gemacht und der Gaswechsel dieser, des Pankreas- 
hormons beraubter bzw. unter gesteigertem Adrenalintonus stehender 
Tiere wurde unter der Einwirkung des PankreaspreBsaftes, des Adre- 
nalins bzw. beider, gleichzeitig applizierten Hormone untersucht. 
Wir halten die Anzahl unserer Experimente fiir ungeniigend, 
um aus denselben bindende, in jeder Richtung gesicherte Schliisse 
ziehen zu kénnen, weil sie aber in einer gewissen Richtung zu gleich- 
sinnigen Ergebnissen fihrten, teilen wir sie mit, damit andere Unter- 
sucher sie benutzen kénnen. 





Unsere Untersuchungen wurden an Hunden (Gewicht 4500 bis 
13500 g) mit dem Zuntz-Geppertschen Apparat nach der Versuchseinrichtung 
von Tangl ausgefiihrt. Die Atmung der kurarisierten Tiere geschah mittels 
der H. H. Meyerschen Pumpe. Die Hinde hungerten 24 Stunden vor 
dem Versuche. Wir besitzen 16 Versuchsreihen, und zwar: sieben an nor- 
malen, neun an durch vorherige Pankreasexstirpation diabetisch gemachten 
Hunden. Die Exstirpation des Pankreas wurde nach der Hédonschen 
Methode in Morphieathernarkose einseitig ausgefiihrt. Bei den Tieren 
trat ausnahmslos Glykosurie auf: Verzdr und Fejér*) konnten zeigen, daB 
sich der respiratorische Quotient von pankreasexstirpierten Hunden nach 
intravenéser Dextrosezufuhr erhéht; daB aber andererseits diese Wirkung 
der Dextrose allmahlich abnimmt und nach 4 Tagen kaum nachzuweisen 
ist; deshalb wurden unsere Untersuchungen 4 bis 7 Tage nach der Operation 
ausgefiihrt. Samtliche operierten Tiere wurden nach Beendigung des 
Experimentes seziert; wir konnten uns auch auf diese Weise von der voll- 
kommenen Entfernung des Pankreas iiberzeugen. In jeder Versuchsreihe 
wurde zuerst in drei bis vier Perioden der normale Gaswechsel der Tiere 
bestimmt, erst dann wurde der PankreaspreBsaft eingespritzt. Der Pan- 
kreaspreBsaft wurde in frischem Zustande von der chemischen Fabrik 
von G. Richter bezogen. Aus dem fein zerhackten und mittels einer Haad- 
presse unter nicht zu hohem Drucke ausgepreBten Pankreas wurden 10 
bis 15%, in einzelnen Fallen 20% PreBsaft erhalten. Davon wurden nach 
erfolgter Filtrierung (Papier) 10 ccm eingefiihrt; der Blutdruck des Tieres 
wurde mittels des Hiirthle-Gadschen Apparates am Kymographion registriert, 
auf diese Weise konnten wir die spezifisch blutdruckerniedrigende Wirkung 
bzw. die Wirksamkeit des PreBsaftes kontrollieren. Adrenalin wurde in 
Form des Richterschen Tonogens eingefiihrt, dessen 1 eem 1 mg Adrenalin 
enthalt. 


1) Fuchs und Roth, ebendaselbst 10, 1912; 14, 1913. 
2) Hari, diese Zeitschr. 38, 23, 1912. 
3) Verzdr und Fejér, ebendaselbst 58, 167, 1913. 
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Die Ergebnisse der Untersuchungen sind aus den Tabellen I bis X \[. 
alle Einzelheiten der Experimente betreffend, ohne weiteres ersichtlich, 
Die Mittelwerte der einzelnen Experimente sind der leichteren Uber. 
sicht halber in der Tabelle XVII zusammengefaBt, in welcher das 
Verhalten bzw. die Anderung des respiratorischen Quotienten unter 
der Einwirkung verschiedener Hormone bzw. bei kombinierter An. 
wendung derselben besonders auffiallt. 

Auf Grund unserer Untersuchungen kénnen wir iiber die quanti- 
tativen Verhiltnisse des Gaswechsels folgendes feststellen: 

Nach Einspritzung des Pankreasprefisaftes trat in fiinf der sieben 
normalen Versuchsreihen eine Erhéhung des O,-Verbrauches sowie 
der CQ,-Ausgabe ein, wahrend in zwei Versuchsreihen (III und [\) 
diese Werte eine Abnahme zeigen. Die Tabellen XVIII und XIX ent. 
halten diese Verainderungen im Vergleiche zu den Mittelwerten vor der 
Einspritzung bzw. in Prozenten derselben, und zwar separat von 
halber Stunde zu halber Stunde nach der Injektion. Die aus diesen 
Werten berechneten Mittelzahlen zeigen am normalen Hunde eine 
Zunahme des O,-Verbrauches um 6 bis 14%, der CO,-Ausgabe um 
7 bis 15%, wobei das Maximum in die zweite halbe Stunde nach der 
Einspritzung fallt. 

Nach Einspritzung des Pankreasprefsaftes an pankreasexstirpierten 
Hunden (Tabelle XI, XII, XIII) fand in zwei Fallen eine kleinere 
Erhéhung, in einem Falle eine mafige Erniedrigung des O,-Verbrauches 
und der CO,-Produktion statt. Nach den Tabellen XX und XXI 
zeigte der O,-Verbrauch in der ersten halben Stunde eine Zunahme 
von 4,6%, in der zweiten von 2,7%, in der dritten eine Abnahme 
von 3,2%; wahrend derselben Zeit wurde in der CO,-Ausgabe eine 
Zunahme von 3,5 bzw. 9,4 %, spater eine Abnahme von 2,3 % beobachtet. 

Tabellen VIII, IX und X zeigen die Wirkung des Adrenalins am 
pankreasexstirpierten Hunde. Hier sind die Ergebnisse auch nicht 
gleichsinnig, da die Mittelzahlen in der einen Versuchsreihe Erhéhung, 
in der zweiten eine starkere, in der dritten eine miBige Abnahme zeigen, 
den O,-Verbrauch und die CO,-Ausgabe betreffend. Nach den Ta- 
bellen XX und XXI nahm der O,-Verbrauch in der ersten halben Stunde 
nach der Einspritzung des Adrenalins um 1% zu, in der zweiten und 
dritten um 5,6 bzw. 2,3% ab, wihrend derselben Zeit zeigt die CO,- 
Ausgabe eine Zunahme von 18,8% bzw. eine Abnahme von | und 2°, 
gegentiber den normalen Werten. 

Tabellen XIV, XV und XVI zeigen die gleichzeitige Wirkung 
von Adrenalin und PankreaspreBsaft am pankreasexstirpierten Hunde. 
Der O,-Verbrauch und die CO,-Ausgabe wurden nach der ersten Ein- 
spritzung maBig erhéht, die zweite und dritte Einspritzung aber wurden 
von einer maiBigen Abnahme der Mittelzahlen gefolgt. 
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Nach alledem vollziehen sich gewisse quantitative Verinderungen 
im Gaswechsel. Am normalen Tiere ist im allgemeinen eine erhéhende 
Wirkung des PankreaspreBsaftes festzustellen. Diese Verinderung 
stellt eine gegensitzliche Wirkung dar gegeniiber der des Adrenalins, 
wie es von Héri') festgestellt wurde. Er fand nimlich bei Hunden 
nach Adrenalineinspritzung eine Abnahme des Q,-Verbrauches um 
um 9 bis 13%, wahrend sich nach Einspritzung von Pankreasprefsaft, 
wie bereits oben festgestellt wurde, eine Zunahme von 5 bis 11 % zeigt. 


Die an pankreasexstirpierten Hunden ausgefiihrten Versuche er- 
lauben keine sicheren Schliisse die quantitativen Verhiltnisse des 
Gaswechsels betreffend, da die einzelnen Gruppen von Versuchsreihen 
zu klein sind. Man gewinnt aber aus den Versuchen den Eindruck, 
da8 der O,-Verbrauch am pankreasexstirpierten Hunde durch Adrenalin 
eher erniedrigt, durch Pankreashormon eher erhéht wird. Was die 
gleichzeitige Verabfolgung beider Hormone betrifft, waren wir nicht 
in der Lage, physiologisch aquivalente Mengen zu verwenden, da der 
innersekretorische Hormon des Pankreas isoliert bis jetzt noch nicht 
bekannt ist; bei den angewendeten Mengen (1 ccm Tonogen und 10 ccm 
PankreaspreBsaft) schien sich die Gleichgewichtslage in der spezifischen 
Richtung des Pankreas verschoben zu haben, mindestens am pankreas- 
exstirpierten Hunde, da die registrierten Pulskurven dem Pankreas- 
pulse entsprachen; auBerdem wurden in den Versuchen XIV und XV 
die nach wiederholter Zufuhr zu beobachtende Erhéhung des Respi- 
rationsquotienten und die Steigerung des Gaswechsels beobachtet 
(O, um 3 bis 8,6%, CO, um 4,4 bis 11%). 


Die qualitativen Verhiltnisse des Gaswechsels betreffend konnten 
wir folgendes feststellen: Es ist vor allem auffallend, daB der Gas- 
wechsel von pankreasexstirpierten Hunden im Vergleich zum normalen 
qualitativ verandert ist, da der respiratorische Quotient nach 24stiindigem 
Hungern niedriger ausfallt als beim normalen Tiere. Derselbe betrigt 
nimlich im Mittel von sieben Versuchen 0,81, beim pankreasdiabetischen 
Tiere im Mittel von neun Versuchen 0,71. Dieser Befund entspricht 
der Feststellung von Verzér?) an pankreasexstirpierten Hunden, welche 
er so erklart, da8 nach Exstirpation des Pankreas eine Substanz ver- 
schwindet, welche den respiratorischen Quotienten des normalen Tieres 
in der Héhe halt bzw. welche die Verbrennung der Kohlehydrate regelt. 


Der respiratorische Quotient zeigte folgende Verinderungen. Am 
normalen Tiere trat nach der Einspritzung von PankreaspreBsaft eine 
geringere Erhéhung ein. In den Mittelzahlen der Respirationsquotienten- 





1) Hari, |. e. 
2) Verzdr, diese Zeitschr. 44, 201, 1912. 
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mittelwerte vor und nach der Einspritzung ausgedriickt, steigt der Res))- 
rationsquotient von 0,81 auf 0,84 (sieben Versuche). In vier Versuchs. 
reihen konnten wir auch eine zweite Einspritzung vornehmen. In zwei 
Fallen (IV u. VI) beobachteten wir eine stirkere Erhéhung, in den anderen 
zwei Fallen eine geringere Abnahme des respiratorischen Quotienten. 

Am pankreasdiabetischen Hunde verfiigen wir tiber drei Versuchs- 
reihen mit PankreaspreBsaft. Nach der ersten Einspritzung anderte 
sich der respiratorische Quotient gar nicht bzw. in einem Falle ganz un. 
wesentlich. Nach der zweiten Einspritzung stieg der respiratorische 
Quotient in beiden Fallen an (0,77 bis 0,93, 0,71 bis 0,78). Drei pankreas. 
diabetische Hunde erhielten Adrenalin. In simtlichen drei Fallen stieg 
der respiratorische Quotient betrichtlich an, dieser Anstieg konnte 
in zwei Fallen bei der zweiten und drittenAdrenalineinspritzung nicht 
beobachtet werden, in einem Falle wurde es aber sogar iibertroffen (IX). 

In den letzten drei Versuchsreihen erhielten pankreasdiabetische 
Hunde gleichzeitig 10ccm PankreaspreBsaft und 1lccm Adrenalin. 
Nach der ersten Einspritzung fand in keiner Versuchsreihe eine Ver- 
anderung statt. Nach der in zwei Fallen wiederholten zweiten Ein- 
spritzung wurde in einem Falle eine minimale, im anderen eine be- 
trachtlichere Erhéhung beobachtet (0,74 bis 0,81). 

Wie ersichtlich, veriindert die Einspritzung des Pankreaspres- 
saftes auch qualitativ den Stoffwechsel, indem der respiratorische 
Quotient ansteigt. Diese Tatsache entspricht der oben erwahnten, 
zuerst von Verzér gefundenen und durch uns bekraftigten Beobachtung, 
da8 nimlich der respiratorische Quotient nach Ausfall des Pankreas- 
hormons niedriger wird; sie steht scheinbar im Gegensatz zu der Beob- 
achtung von Verzdr und Fejér!), denen der Nachweis der Verbrennung 
von eingefiihrter Dextrose weder nach der In- bzw. Transfusion arte- 
riellen oder Pankreasvenenblutes, noch nach der Anwendung des nach 
Knowlton und Starling zubereiteten Pankreashormons gelang. Es ist 
aber in Betracht zu nehmen, daB die Konzentration des Pankreas- 
hormons wie der innersekretorischen Produkte im allgemeinen im 
Blute, sogar im Pankreasvenenblute nicht groB sein kann, und wird 
der Zuckerstoffwechsel nur durch seine fortwahrende Wirkung be- 
einfluBt; auf diese Weise wird die Unwirksamkeit des eingefiihrten, 
einem fremden Tiere entstammenden Blutes erklirlich. Die Unwirk- 
samkeit des ,,Pankreashormons“ ist vielleicht darauf zuriickzufiihren, 
daB das von Knowlton und Starling vorgeschriebene Kochen in saurem 
Medium das Hormon leichter schidlich beeinfluB8t als die von uns 
benutzte einfache Auspressung. Spuren der Wirkung zeigten sich 
aber auch in den Versuchen von Verzér und Fejér!), da der respiratorische 


1) Verzadr und Fejér, diese Zeitschr. 58, 1913. 
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Quotient nach der Einfiihrung der im Hormonauszuge gegebenen 
Dextrose im Vergleich zu dem vorausgehenden Versuche wesentlich 
(0,07 bis 0,10), obzwar kurz anhaltend, anstieg. 

Besonderes Interesse verdienen jene Versuchsreihen, in welchen 


| pankreasdiabetischen Hunden Adrenalin eingespritzt wurde. Nach 


der Einspritzung erfolgte eine starke Erhéhung des respiratorischen 
Quotienten, welche auf die Verbrennung von Zucker zu schlieBen erlaubt. 
Zucker wird daher auch bei vollkommenem Fehlen des Pankreds ver- 
brannt, d. h. die durch Adrenalin verursachte Zuckermobilisation wird 
auch ohne Anwesenheit des Pankreashormons von Zuckerverbrennung 
gefolgt. Die kleine Anzahl der Versuche erlaubt zwar keine allgemeine 
Folgerung, da dieselben nicht vollkommen gleichsinnig sind (z. B. stieg 
der respiratorische Quotient im Versuche VIII nur nach der ersten Ver- 
abfolgung an, im Versuche IX folgte der wiederholten Einfiihrung ein 
allmahlicher Anstieg des respiratorischen Quotienten); wir finden aber 
mindestens im ‘Versuche VIII ein analoges Verhalten zu den Unter- 
suchungen von Fuchs und Roth) an Diabetikern mit Adrenalin. Es stieg 
nimlich der respiratorische Quotient bei je einem unter vier Fillen 
am ersten Tage der Adrenalinanwendung in der ersten, d. h. unter 
direkter Adrenalinwirkung stehenden Periode betrichtlich bzw. mabig 
an, in einem Falle wurde nach jeder einzelnen Adrenalinanwendung 
ein ahnliches Verhalten festgestellt. Die Atiologie des menschlichen 
Diabetes ist nicht einheitlich, andererseits konnten in unseren Ver- 
suchen akzessorische Pankreasteile eine Rolle spielen, wir wollen daher 
keine weiteren Schliisse ziehen, scheinbar wird aber die zuckerverbren- 
nende Fahigkeit des diabetischen Organismus, wenn sie auch da ist, 
bald erschépft. 

Unsere Ergebnisse fassen wir in folgendem zusammen: 

1. Einspritzung von Pankreasprefsaft erhéht den Gaswechsel, 
da derselbe ein Anstieg des O,-Verbrauches und der CO,-Produktion 
folgt. Der wirksame Bestandteil des PankreaspreBsaftes entwickelt 
daher eine dem Adrenalin entgegengesetzte Wirkung auf den Gas- 
wechsel, welcher durch Adrenalin erniedrigt, durch Pankreashormon 
erhéht wird. 

2. Die Einspritzung von PankreaspreBsaft hat auch eine quali- 
tative Wirkung auf den Stoffwechsel, da der respiratorische Quotient 
erhéht wird. Diese Wirkung des Pankreashormons entspricht der- 
jenigen des Adrenalins, nach dessen Einfiihrung in den Organismus 
der respiratorische Quotient ebenfalls erhéht wird (Fuchs- Roth, Hari), 
diese Erhéhung ist aber nie so hochgradig wie die sich unter Adrenalin- 
wirkung einstellende Erhéhung. 


1) Fuchs und Roth, 1. c. 
Biochemische Zeitschrift Band 140. 
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Tabelle I. 
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Tubelle III. Versuchstier 5. tl 8000 g. Datum 19. Marz 1912. 
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2 ‘Spake = as | se | Bc} Os $ Os CO, 2s 
| a2 1 * N lee a Oo, 23> | Anmerkungen 
SE it | = of 
: I de: | i v 
i des Versuches | | Ventilationstuft Phastrvecuedal i) g~ 
of ae ee ee °C _| 3 
| 12h20'| 974 wl 1840 |2,805 2,204 53,0 41,0 0,768 38 : 
) 12 37111 38 | 2033 | 2,936 2,271||57,6 | 46,15 0,802 | poe 
i | : > 
; 100/14 08 | 1930 | 2,89 |2,27 |55,1 43,2 (0,785 38) | 
1 36| 927 | 1765 | 3,138 | 2,371 55,2 | 41,7 0,755 384 | 4 
5 1 58 |12 46 | 1737 | 2,032 | 2,159) 50,9 | 37,5 | 0,736 | 35°) | "Lrcaspresicalt intr: 4 
ae} || venés fe 
; 2 16/12 09 | 1780 3,221 | 2,611 57,4 | 46,5 | 0,810. ol ins 
Ocem Pin ! } | ? ae 
eBsait inn’ 2 40|14 01 | 1576 | 2,921 | 2,688 46,1 | 42,4 | 0,902 38? “4 
3 00 [12 38 || 1482 | 3,176 | 2,601 | 47,05 | 38,6 (0,819 = oe 
H Ht | ’ . 












































































Tabelle IV. Versuchstier 6. Kérpergewicht 7000g. Datum 24. April 1912. 4 
| gam Rea $ «| \ 33_ | i i : 
ioe. oa aa | | fa) 
Fi § & | ge | SS 1 C8 | o8 | | geoe | 
| < s= | 32 93 i < | CO | gas | 
) | So | i ? a. pé> Anmerkungen 
. hugh io der Minute | : | Bes | 
des Versuches | Venasontat | ~Seiho mec ge 
| com || fo | % || com | com | Toms i 
| | i | ane | 
| 11h23" 8°47") 2415 iui asia 65,0 | 54,0 | 0,831 | aoe 
211 3 917 | 2292 | (3,001 2,821 | 68,75 53,2 0,773 | 376 
5 12 07 928 | 2363 | 2,622. 2020) 62,1 | 47,8 0,770 | 94 
| | 3 
12 23/ 848 2349 2,956 2,228 | 69,2 | 52,2 0,754 "6 
gon, ef 12 46 9 14 | 2342 | 2,380 2,057 | 56, 148,1 0,864) 37°5 | “reaspreSsatt intra 


venos 










| 12 59 1019 2272 3,001 (2,242/ 68,2 51,0. 0,746 | ap 







h 1 20 954 2193 3,106 | 2,348 68,0 51,5 0,756 | 37.8 











1 55) a 07 (2132 3,009 | 2,344 64,3 50,0 0,779 4b 








Pan | 
Bsaft int) | 2 25 | 12 03 | 2069 2,821 2,566 58,3 53,0 0,909, 37 
| 3 05 13 33 || 2250 2,417| 1,932 54,4 | 43,5. 0,799 pe: ge ae Phone 


venos 








t i 


|| 8 30 11 24 | 2200 2,556 | 2,303 56,3 | 50,75/ 0,921 3h) 
| i | beet 





25 * 





Versuchstier 7. 


Tabelle V. 
——— 5000 . 





D. Fuchs u. E. Schill: 


Datum 2. Mai 1912. 























| 
| 
il. 
|) 








































































































































































































Se ——- = —s 
5 ? oa - 9-4 2 z i 3 | 2 a35) of 
i ee et ey asl atl an E 
Ss 2 | | si ™ } 
Z 5 ip \| < S| S < i acide fas | Anmerkungen < 
(3 Se 2 ee = 
des Versuches } | Venti rsh pro Minute 2 ge | des Ve 
Ros iL com || % | % | com | com | ho Meee ” 
maiiniaiaiolacs ! = , — Be 
1 11h37' 13°03”, 1540 aa 1,830 36,8 | 28,2 | 0,76 | 300 | | 1280 
| i ae | 
2 |11 56) 4 53 | 1582 | 2,349 1,890 36,0 | 28,05 0,80 = » 12 2 
3/12 19 1455 | 1625 2,413 / 1,950 39,2 a7 0,81 312 4 
/ } 
12h 58” ‘a 
4| 1 04 1251 | 1593 2,502 / 2,080) 39,9 33,2 | 0,883 a8 | Lrecopretieatticnget (12 & 
: vends 
5| 1 22/16 25 | 1506 sat 1,996 | 38,1 | 30,07 0,79 | 328 | 5| 13 
6| 1 42/16 5) | 1520 | 2,553 | 2,002 | 38,8 | 30,4 | 0,78 | 373 | 6) Le 
H bid |) 
7 21 
Tabelle VI. te 
Versuchstier 8. Kérpergewicht 6000 g. Datum 7. Mai 1912. bse 
I g | e | Se | 5s i 9 7 
s| = |] s I gg eel & Gee ae a ES | | 
i s | 2) €2) a4 Ltd) | S| 013. 
3| 42] 4 | de} 9S | O8 | “3 | 92 | co, | Fre 
Es i ec) os > | O, £2>  Anmerkungen ries 
aoe in der 3 Beg | 
des Vessiuhies | Veatilationsteft \ pro Minute 2g? || 
| com | % | % | com | com °c || : 
| I ‘ 
| 12619" 10752" 2345 | 2,265 | 1,706| 53,2 | 40,0 0,703 oe | 
2 12 391017 | 2394 | 2,139 1,802 51,2 | 43,15) 0,842 | 340 me 
} | oe ot : ee 
3 1 05 |10 17 | 2441 | 2,143 | 1,721| 52,3 42,1 |0,803 359 | Hie 
4 1 30/12 05 | 2430 | 2,137 | 1,633) 51,95 39,7 | 0,764 | 382 | 
| 38,1 | 1b47" 10ccm Pop des | 
5 | 1 58/11 58 || 2248 | 2,636 | 2,060 59,25 46,3 0,781 ; kreaspreBsaft int: eae 
\ ~ _ |i vends a He 
; ! 38,5 | 
6 2 20|11 50 | 2272 | 2,568 2,338 58,3 53,1 |0,910| 33°5 112 
| | | 38,2 | 
7 239/11 52 2510 | 2,006 2,005 61,8 | 48,5 0,785) 36.9 | els 
8 2 56/1200 2388 | 2.464 2,065 58,8 49,3 0,838. 35°) gis 
| | | | 3 | mix éem ro 
9 3 24/10 50 | 2350 | 2,226 | 1,982/ 50,0 46,6 |0,890| 352 | reaspreteattictoll «| y 
| | | OE eases 
10 | 3 40/12 14 | 2393 | 2,250 | 1,913) 53,8 | 45,8 | 38,1 513 
4 02/11 42 | 2345 (2,104 | 1,945 49,4 | 45,6 0,924 | 98:9 | sla 















Tabelle VII. 
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Versuchstier 9. ianediinen etnaih Datum 11. Mai 1912. 








Nummer 


merkungen 








9 


3 
10.ccom Pap 
preBsaft intr, 


4 





















erkungen 















| 
- | | 2 
| ee | &6S 
2| 3 gz 

G4 | ss 

< = | 3 
ae 

des Versuches 
|| ccm 


| 12h06' 
12 20/| 6 45 | 
12 46 
12 58 





2 
2 

| 2 59 900 | 4410 
3 


7’ 15") 3748 
3923 
6 18 | 
717 | 4350 
8 34 4190 


8 52 4160 | 





‘10 38 





3920 | 


8 04 3930 








I 


8 01 | 3380 | 
9 54 | (4320 








3930 | 


| 
| 











| 1,999 | 1,527 74.8 





1,953 1,748 (76,5 


1,745 | 1,537 || 68,5 


1,630 1,374 | 70,8 


| 1,736. 92,7 
(1,832, | 


| 1, 932 1,667 || 


1,541 


1,763 | 76,3 





| 75,75 





‘2, 047 1,692 





80,5 
1. 777 | | 1,519 78,35 


11,718 | 1,597 | 58,0 





|ro7| 1,398 | 73,7 








| 73,4 





Tabelle VIII. 


v e a » 
H é | | 6 Ss | Pe) 
de | O38 | gf | of 
Og | “@ | 038 
i o | 3 | 5 < 
Sos es | 
& inder | EES 
|| Ventilationsluft || PT Minute 
| % | % || ccm ccm 


CO, 


O. 


snl BS 


64,55 | 0,887. 
0,963 | 
0,863 | 


65,4 
66,5 
67,0 
54,0 


0,854 ° 


57,1 | 0,764 
68,5 | 0,894 
60,4 0,881. 
(59,7 0,843 | 










= tig 


WwWwWwwwwwww 


| 0,826 | : 


0,929 | ; 
60,2 | 0,819) ; 


cipal 
nfang u. og 
des Versuches 


os 





«vw we 


ee ae) 


SP DDD DH M11 
SBD Wwe COS 


- 


Anmerkungen 


Ih21’ 10 ccm Pans 
kreaspreBsaft intra- 
vendés 


|| 2h 44’ 10 ccm Pans 


kreaspreBsaft intras 
venos 


Versuchstier 10. Pankreasexstirpation: 26. Marz 1913. 


Versuch: 











1. April 1913. 










Nummer 


2/4) ge) 
: a 

des Versuches 
ccm 








| 


| 


Zunahme 
Ov 
Verbrauch 


COxgs 








ai Pies St 


n der | 
Ventilationsluft 





com 





“fe _| “bo s 















1 |12h00 





2 12 32 
3/112 
ccm Paw 
Bsaft intr 41146 
5| 3 06 














15'54" 





3219 | 





14 05 | 3326 | 
18 06 3353 
15 30 | 3215 
15 10 3310 





‘14 39 | 3436 








2, 6 1, 526 | 


3,171 2,093 | 105,0 





|3,208 2,106 | 110,2 
| 


75,9 49,1 





2.236 1,312) 77,4 
| 9487 2,094 | 83,4 | 
| 2,899 1,825 93,2 


pro Minute 


| ecm 





43,6 
70,2 
58,7 
69,3 


72,4 





0,650 


0,587 


0,842 
0,630 
0,660 
0,656 


| 
| 
| 


g u. Ende 


K6rpertemperatur' 
Anfan, 


o 
oa am 


39,3 
39,3 
39,0 
38,0 


des Versuches 


| 
| 
| 


Anmerkungen 


1h 06’ 1 com Tonogen 
intravenos 


1h 37’ 1 com Tonogen 
intravenés 


3h 28’ 1 com Tonogen 
intravends 

































D. Fuchs u, E. Schill: 





Tabelle IX. Versuchstier 11.. Pankreasexstirpation. 
| } 


i} 








peratur 
gu. Ende 


des Versuches 


8) 
Abockan 
te 
Zunahme 


5 
ai | 3 
S < 


rtem; 


fan 


I Anmerkungen 
PE Se eisai 
i} in der : 

i Ventilationsluft pro Minute 
|| ecm % | % com com 
il 


1 9h52' 10°09") 2804 | 3,340 2,439] 93,7 | 68,4 || 0,728 


Ventilation 
pro Minute 





Rn 


K6 
am 


des Versuches 





























2 10 31 955 | 2783 | 3,407 | 2,306) 94,8) 64,2 || 0,677 
3 11 16| 8 27 | 3378 | 3,202 1,974] 111,2| 66,7 | 0,597 


| 





4 11 52| 743 | 3517 | 3,576 | 2,022/125,8 | 71,1 | 0,565 


| 
5 12 30) 747 | 3593 | 2,881 | 2,060 | 103,5 | 74,0 | 0,715 


3 1 29/ 7 45 | 3599 | 2,799 | 2,053 || 100,8 | 73,9 | 0,733 | 405 | “eonogen intrave 


2 08; 8 27 | 3577 || 2,693 1,901} 96,3) 68,0 | 0,706 pes 


2 39| 315 | 3610 || 2,863 1,853 103,4| 67,0 | 0,647 ny 





oO a ee ee ee, 
3 59) 7 34 | 3662 | 2,386 1,693) 87,4, 61,9 | 0,709 ie 
4 37] 8 04 || 3572 | 2,332 | 1,758] 84,4| 62,8 | 0,754 4011 “Tonogen inte 


| 5 05/ 7 47 | 3161 | 2,328 | 1,693 |) 73,6 | 52,9 | 0,727 ap 


5 42! 7 49 || 3562 | 2,423 | 1,008] 86,3| 71,1 |/0,824| £973 | “Tonogen intrare 


40,4 
| 6 10| 7 58 || 3495 || 2,402; — 84,0; — — | 40,4 



































Tabelle X.° Versuchstier 12. K6rpergewicht 5000g. Pankreasexstirpation: 
14. Juni 1913. Versuch: 18. Juni 1913. 











} 
in de 

des Versuches ’ || Ventilationsluft || Pro Minute 

i a cm | com 


| ai] ai | a 
“| 84) of | o2 


tur 
u. Ende 


Anmerkungen 

















Ventilation 
pro Minute 
halane 
des Versuches 


K6 
am 














§ 
3 








1 | 1h18"| 8°55" 2,110 | 1,699], 68,0 | 54,7 
2| 2 12/1002 2,624 | 2,044| 70,8 | 55,2 
3 238 856 2,490 | 2,004 | 75,0 | 60,3 

| . 3b 15’—18" 1 ccm 
4 3 251007 2,652 | 2,067| 71,9 | 56,0 TTonogen intra: 
5 3 54 1020 (2,488 2,002) 69,7 | 






























































14. Juli 1913. 








Versuch: 
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Tabelle XI. Versuchstier 13. Kérpergewicht 7000g. Pankreasexstirpation: 
18. Juli 1913. 
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Nummer | 


nerkungen 







1 



















3’ 1 com 5 
en intravenj 
6 
7 
8 
9 
3’ Lecm 0) 
Nn intraven 


IL! 
| 


” Leom 
nh intraveng 











1 
ation: 2 
a 3 

4 






kungen 




















| 9 57 





| | gente | 


| 
| 
i 


Og: 
Abnahme 
CO, | 


~~ in der 


Ventilation 
pro Minute 


oases 


Hi 
i= 





3h 42' 15’ 29" 


4 05 |16 00 


6 05 





6 35 |19 04 





15 52 | 





* 





7 30 20 00 


8 06 
8 43 
9 15 
16 35 | 
10 46 





11 18 


6h 30" 


17 58 | 
17 05 | 
17 13 | 


16 03 | | 1799 | 


| 


e. November 1993. 


=i | 
1742 2 s,08| 2,311 


1664 








1680 | 3,321 





1478 | 3,524 





1379 | 3,990 | 
1486 | 3,822, 
1498 | 3,665 

1569 | 





|1 608 


| 2,878 | | 2,075 


13 32 | 1956 1, 737 | 1,455 


11" 3023 | 2, 186 | 1,513 


6 56, 915) a an 


1 23 


7 4 8 39 | 3231 
8 05 110 18 (3225 
8 32. 832 (3338 


7\8 58 10 14 | 
8 9 32/1059 | 
9/9 461133 | 
teem [p10 10 15) 9 52 
intraven< | 
11 10 40 10 38 









8 46 | | 3183 | 


! 





2,003 1,437 
(2114 | 1,502 | 
2227 1.044 
2,022 1,522) 
2713 2.260 1557, 
2580 1,917 | 1,493 | 


2536 2,288 1,775) 





| 2729 | 2,185 | 1,735, 
| 2757 | 2,132 1,640 


| Ventilationsluft ft |) 
—M L i, i 


3,380, | 2,372 | 
| i} 
| 2,338 | 





(2,525 





2,813, 
2,768 | 
2,586 | 
3,472 2,438 | 
‘3, 192 | 2,320, 














| 49,7 
| 


Versuch: 


66,1 | 

63,4 | 
63,7 | 
| 68,3 | 
| 71,8 | 
| 67,5 | 


61,6 | 
(49,5 
57,9 | 
59,6 | 
58,8 | 





| 38,5 











| 45,7 | 
45,1 |o,710 


45,7 


48,5 |0,710, 


53,0 | 0,738 
50,8 | 
42,2 | 0,686 
(0,779 
45,0 | 0,777 
47,3 | 0,794 


45,2 ||0,769 


rtemperatur) 


fang u.Ende 


fe 


des Versuches 


K6 
° 
fo) am 


38,3 
38,5 
38,8 
38,9 
38,8 
38,8 
38,6 
38,7 


, 38,4 


“gig 
ie | 3 | 
3 | 03 || co, 
| _——— O, 
pro Minute 
(eem | com 
Rae see: 
54,1 | 40,2 || 0,743 
i | 
55,2 | 39,5 | 0,702 
i 
55,8 | 39,3 
52,1 | 37,3 
55,0 | 38,8 | 0,705 
56,8 | 41,1 | 0,724 
| 
54,9 | 38,7 | 0,705 
54,5 | 38,2 | 0,702 
51,2 | 37,3 (0,727 
35,9 (0,721 | 


\0,717 | 


| 0,753 | 


38,8 


| 38,8 


| i | 
34,0 | 28,5 }.0,838 | 38.9 


38,9 


40,0 | 
40,0 | 
40,0 


40,0 | 
| 7h 50’ 


40,0 


39,9 | 
39,9 | 
40,0 | 
40,0 | 


38,8 
40,0 


40,0 
39,9 


39,9 | 


39,9 


, 40,0 


40,0 


| 9h 26’ 


Anmerkungen 


7h 20’ 10ccem Pan: 
kreasprefsaft intra. 
venos 


Tabelle XII. Versuchstier 15. Kérpergewicht 5000g. Pankreasexstirpation: 
11. a 1913. 
| 39,7 | 


0.002 39.8 | 






venos 


10 ccm Pan: 
kreaspreSsaft intra: 
vends 


10 ccm Pan- 
kreaspreBsaft intra. 





iver Saas 
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Versuchstier 14. 


D. Fuchs u. E. Schill: 


Tabelle XIII. 








K6rpergewicht 8000 g. 
11. November 1913. Versuch: 16. 


Pankreasexstirpation : 
November 1913. 
































































































































; . ee | 5 | Be) : 
| (Fleiss Fi af 2 | 34 | ea | 
5| 2 | & | a2 | 8 Sa ce | Se. poe 
y 4 - | Ee = N S < - £3. | Anmerkungen 
ed Sie ee “Tt sie I. in der ro Minute beg 
7 des Versuches i | Ventilationsluft y z& 
a i com | % | % com | ccm °C 
. ey {| {| 
fe i} | | 
; 1 6hO4’ 5726" 5121 | 1,424 | 1,184) 72,9 | 60,6 | 0,833 | 390 
1e 2 6 21 534) 5100) 1,532 1,265] 78,1 | 64,5 | 0,826 | 39-8 | 
3 6 42) 5 20 5191 |1,771| 1,263] 91,9 | 65,6 0,713 | 338 | 
4 | oF |i 
fF 4 7 05| 5 25 | 5161 | 1,705 | 1,220| 88,0 | 63,0 |0,715| 4%-° 
16 5 7 42) 532 | 5213 | 1,708| 1,181 | 89,0 | 61,5 |0,691 | $93 | LRaspresisatinn 
3 ’ venos 
6 7 50 555 | 5116 | 1,897| 1,320/ 97,0 | 67,5 | 0,696 | 47° 
7 8 15| 513 | 5188 | 1,708 | 1,385| 88,6 | 71,9 | 0,811| 4°8 
a4 } > 
| 8 8 45/533 5028 | 1,743 1,318] 87,6 | 66,3 | 0,756) 412 
$e | ; 
rk 41,7 | 9806" 10ccm P 
} 9 9 10) 555 4905 | 1,329/ 1,106) 65,2 | 54,2 | 0,832/ 41°4 erupt 
uh 10 9 19/ 6 10 | 4943 | 1,783 | 1,354.) 88,2 | 66,9 | 0,759| 41/8 
11) OO EMIMMT =) = 2 fb ae 
ig | 
| 12 10 07 | 5 22 | 5571 | 1,332 1,132) 75,2 | 63,0 |0,850| 42) | 
é ae 
Tabelle XIV. 
Versuchstier 16. Kérpergewicht 10500 g. Pankreasexstirpation: 
10. Februar 1914. Versuch: 15. Februar 1914. 
1 /10%58"\11 43 || 2187 ||3,378 | 2,487 | 73,9 | 54,4 0,736) — 
2 |11 19/11 48 | 2214 | 3,278 | 2,408 | 72,6 | 53,3 |0,734| — 
: 3 11 43/12 28 | 2133 | 3,495 | 2,504 73,1 | 53,4 0,731 | — 
4 |12 28/11 40 | 2313 | 3,104 | 2,329] 71,8 | 53,9 |0,750| — || 12h22' bis 24" 10cc 
5 |12 53/12 46 | 2057 | 3,956 | 2,814 | 81,4 | 57,9 |0,711| — | Eankreaspretsal 
6 | 1 26/11 58 || 2232 | 3,594 | 2,576 | 80,2 | 57,5 |0,718| — || iktravends 
7 | 1 68/12 39 | 2058 | 3,524 | 2.544 || 72,5 | 52,3 0,722) — 
8 | 2 25|12 40 | 2104 | 3,376 | 2,548|| 71,1 | 53,6 10,755) — 
9 | 2 58|12 46 | 2094 | 3,383 | 2,517|| 70,9 | 52,7 0,744) — 
10 | 4 00/14 46 | 1904 | 2,566 | 2,849] 48,8 | 54,2 | 1,110) — | 3h50’1eemTonng 
é 11 | 4 30|14 43 | 1789 | 4,424 | 3,125 | 79,2 | 55,9 0,706; — | fh53' 10 com 
12 | 5 01/16 34 | 1773 | 4,521 | 3,278 | 78,3 | 58,1 |0,725| — | 3n3s?O3 cm 7 
13| — |14 28 | 1951 |3,987 | 3,156) 77,8 | 61,6 0,791) — | nogen intravenis 
14| 6 10/13 18 | 2095 | 3,801 |2.932|| 79,6 | 61,4 0,771) — 
15| — |1347]} — |/3,596|2,671] — | — {10,743} — | 
| 





| Nummer | 








: 


Nummer 





iy 


ae 
dee 


~I 


— . 
oOo 














nerkungen 





n Tonogen 
cem Pan 

Bsaft, 

3 ccm Ti 

itravenos 
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Nummer | 


] 





6 




















Tabelle XV. Versuchstier 17. Pankreasexstirpation: 
Versuch: 15. Mai 1914. 
tt i rt 
Ss | o ee fk | re ‘e +2 
at 22 as 4 ae +) 253 
| s & . 35 
2) 4 | 82) 2 | 88) OS | OF | co Hee 
ae i by 
in der pro Minute oae 
des Versuches | Ventilationsluft | pa x § 
ond iS Ek Ont oe °c 
} } e . 38.8 
7h23’|11'03")| 2420 || 3,301 2,514 | 79,9 60,8 0,762 38.8 
7 45 10 36 | 2358 | 3,328 | 2,491 | 78,5 | 58,7 0,748 39-0 
| | | | | 


9 02 
9 41 
10 10 
10 38 








8 10/12 02 





13 48 | 





12 11 
11 37 || 





12 20 | 





| 2255 3,349 

| 2173 | 3, 772 
| 2215 | 3,742 
| 2263 |) 3 670 
(2150 ‘3, 718 





75,5 | 





0,720 





2,411 | 


2,581 | 81,9 0,684 | 


2,885 82,9 | 63,9 | 0,771 









2,887 | 83,0 | 0,787 


2,851 79,8 | 0,767 | 





39,1 


| 8h55'—57' 10 ccm 


Anmerkungen 


















Pankreasprefsaft ‘ 
+ 1lccem Tonogen 
intravenés 


















































| q - | | 39,1 | 11n12'-15' 7¢ + 7a 
§ 11 17/12 03 | 2132 | 3,538 2,761 15,4 | 66,7 | 0,780 39'3 Paks P 
9} — |1148| 2218 |3,716 | 3,075 | 82,4 | 68,1 0,827 | 39-7 | intravends = 
as] eH : 
0) — [12 22) 2300/3,467/ 2,852 79,8 66,0 |0,822 | 395 | 
| | | 39, 
1] — |11 86 | 2388 | 3,319/2,685 79,1 63,3 //0,800/ 39% : 
39.2 || 10 ccm Pankreas: a 
2) — (1152 2205 | 3,035 2,463 66,8 | 54,3 0,811 « be geg yell 4 
3 Tenegedieunrents 
Tabelle X VI. Versuchstier 18. Kérpergewicht 13500g. Pankreasexstirpation: 
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Tabelle XVII. 
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Uber den Chemismus der Atmungstetanie. 


Von 
P. Gyérgy und H. Vollmer. 
(Aus der Heidelberger Kinderklinik.) 
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(Eingegangen am 20. Juni 1923.) 


Fortgesetzte vertiefte Atmung bei vdlliger Kérperruhe erzeugt 
nervése Stérungen, deren tetanischer Charakter erst neuerdings, gleich- 
zeitig, aber unabhangig voneinander von den amerikanischen Forschern 
Collip-Backus und Grant und Goldmann erkannt wurde, nachdem 
schon Vernon (1909) solche bei seinen Untersuchungen iiber Atmungs- 
physiologie beobachtet, aber nicht naher analysiert hatte. Im Anschlu6 
an Grant und Goldmann teilten Freudenberg und Gyérgy, Frank, Porges 
und Adlersberg ahnliche Befunde mit. Die klinische Bedeutung dieser 
sogenannten Atmungstetanie, als ein gewissermafen selbstindiges 
Krankheitsbild, wurde in der ,letzten Zeit von einer Anzahl Autoren 
betont (Porges und Adlersberg, Goldmann, Barber und Sprunt). Sowohl 
die experimentell an gesunden Individuen erzeugte kiinstliche Atmungs- 
tetanie, wie ihre im Laufe von verschiedenen Erkrankungen spontan 
auftretende Form, weisen nicht nur untereinander, sondern auch im 
Vergleich mit den anderen bekannten tetanischen Zustinden ein vdllig 
gleiches Symptombild auf. Ihre Analyse diirfte mithin fiir das auch 
heute noch so umstrittene Wesen der Tetanie wertvolle Aufschliisse 
liefern. 

Behrendt und Freudenberg haben in einer ausgedehnten Unter- 
suchungsreihe das Problem von einem mehr klinisch-neurologischen 
Standpunkt bearbeitet. Es gelang ihnen, den eindeutigen Beweis 
zu liefern, daB der Angriffspunkt der tetanischen Reize wohl nur zum 
Teil im Zentralnervensystem liegt, zu einem gréBeren Teil aber in 
peripheren Gebilden zu suchen ist. Als solche bezeichnen sie nach dem 
Ergebnis ihrer pharmakologischen Untersuchungen die rezeptive 
Substanz Langleys; nach Héber, auch Synapse genannt. Wenn wir 
nun daran erinnern, da® fiir die Wirkung des Ca nach Hdber in erster 
Linie ebenfalls die Synapse in Betracht kommt, so scheint hierdurch 
eine Briicke zu der ittblichen Auffassung ttber das Wesen der Tetanie 
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geschlagen zu sein, die in der tetanischen Nerveniibererregbarkeit den 
Ausdruck eines Ca-Mangels erblickt. 

Schon Grant und Goldmann brachten die Atmungstetanie mit 
einer Verarmung der Kérpersafte an Ca-Ionen in kausale Beziehung. 
Sie fiihren die Entionisierung des Ca auf die durch die forcierte Atmung 
entstandene Verschiebung der Blutreaktion gegen die alkalische Seite 
zu zuriick. Die Uberventilation bedingt zuerst eine starke Kohlen- 

H,CO, 
NaHCO,’ 
wahren Blutreaktion in direkter Proportion steht, nimmt durch den 
starken CO,-Verlust ab: wir erhalten eine Blutalkalose. Im Bestreben, 
die normale wahre Reaktion aufrechtzuerhalten, versucht der Orga- 
nismus, die besprochene Verschiebung im Werte des Quotienten durch 
eine vermehrte Ausscheidung bzw. Verdringung von alkalischen 
Valenzen in die Gewebe wettzumachen. Diese urspriinglich von 
Henderson und Hagard geiuBerte Ansicht konnte spaiter durch Leathes, 
sowie Haldane, Kellas und Kennaway, Collip und Backus, neuerdings 
wiederum durch Davies-Haldane und Kennaway, wie auch durch Grant 
und Goldmann experimentell bestatigt werden. Ihre Untersuchungen 
lassen sich kurz in folgenden Satzen zusammenfassen : 

1. Forcierte Atmung bei Koérperruhe fiihrt als Ausdruck der C0,,- 
Verarmung zu einer Herabsetzung der alveolaren Kohlensaiurespannung. 

2. Die Blutreaktion weist alkalische Werte auf. 

3. Die NH,-Ausscheidung im Urin nimmt ab. Davies-Haldane 
und Kennaway konnten sogar ein volliges Verschwinden des Urin-N H, 
beobachten. 

4. Die Urinreaktion verschiebt sich gegen die alkalische Seite zu. 

Die im Laufe einer forcierten Atmung entstandene Alkalose auBerst 
sich mithin in alkalischen py-Werten im Blute und im Urin, wie auch 
in einer Abnahme des intermediir gebildeten Ammoniaks. Bei den 
bekannten Beziehungen der H-Ionenkonzentration zur Ca-Ionisation 
(Rona-Takahashi) dirfte eine wahre Alkalose tatsichlich zu einer 
Entionisierung des Ca und als Ausdruck davon zur Tetanie fiihren. 

Fir die Ionisation des Serum-Ca kommt nach Rona-Takahashi 
neben der H-Ionenkonzentration auch das Bicarbonatanion in Frage : 
sie stellen die bekannte Gleichung auf 


Ca .HCO, 
H 


siureverarmung des Blutes. Der Quotient der mit der 


= konst. 


Bei der Atmungstetanie erfolgt die Entionisierung durch eine 
Abnahme des Nenners., 

Fiir eine ganze Reihe von den iibrigen klinisch wichtigen Tetanie- 
arten reicht aber die angegebene Formel nicht mehr aus. Hier wird 
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die Entionisierung des Ca durch das Phosphatanion bewirkt. Die 
Rona-Takahashische Formel diirfte nach Gyérgy folgende Gestalt 
annehmen : 
' Ca.HCO,. HPO, 
H 


wobei die primaren Phosphate (H, PO,) noch im Nenner stehen miiBten, 
wenn ihr saurer Charakter den SchluB nicht zulassen wiirde, sie durch 
die H-Ionenkonzentration (H) zu ersetzen. Diese Formel schlieBt 
simtliche bis jetzt studierten und bekannten Méglichkeiten der Tetanie 
in sich ein. Sie mag vielleicht quantitativen Anspriichen nicht vdéllig 
entsprechen (Maiweg), in gréberen Ziigen diirfte sie die vorliegenden 
Verhiltnisse tatsichlich wiedergeben. 

Nach der angegebenen Formel diirfte man drei Tetaniearten von- 
einander unterscheiden. 


= konst., 





1. Starke Zunahme von HCO,. 

2. Starke Zunahme von H POQ,. 

3. Starke Abnahme von H. 

Die Atmungstetanie gehért in die unter 3. bezeichnete Gruppe. 
Es liegt freilich auch die Méglichkeit vor, daB gleichzeitig mehrere 
von den bezeichneten Faktoren auf die Ca-Ionisation in der angegebenen 


Art einwirken. 

Der Widerspruch, den diese. Anschauungsweise in manchen Kreisen 
ausgelést hat, stiitzt sich — insbesondere bei den Klinikern — auf 
die Tatsache, daB eben bei den klinisch wichtigen Tetanieformen (idio- 
pathische, parathyreoprive) eine starke Erniedrigung des Gesamt- 
serumkalkes verzeichnet wird. Sie sehen in diesem Befunde das Haupt- 
charakteristikum der Tetanie. Dagegen vertritt der eine von uns 
(Gyérgy) den Standpunkt, daB die Abnahme des Gesamtserumkalk- 
spiegels nur als Folge der gleichzeitig vorhandenen Phosphatstauung 
aufzufassen ist und von sekundirer Bedeutung sei. Eine Stiitze fir 
diese Auffassung erblickt er in den Versuchen von Binger, Clark und 
Tisdall, die nach Injektion von hohen Phosphatdosen — gleichgiiltig, 
ob Phosphorsiure, primaire oder sekundire Phosphate — stets 
eine starke Erniedrigung des Gesamtserumkalkes, Tetanie aber nur 
nach Verabreichung von basischen Phosphaten nachweisen konnten. 


Bei den Tetanieformen, die nicht auf eine Phosphatstauung zuriick- 
zufihren sind, diirfte eine Erniedrigung des Gesamtserumkalkes nicht 
zu beobachten sein. Das Phosphatanion begiinstigt nach Freudenberg 
und Gyérgy die Bindung des Ca an die Eiwei®korper, daher seine Ca 
verdriangende Wirkung. An Stelle des Calciums tritt Kalium, und 
wir kénnen im Serum erhéhte Kaliumwerte nachweisen. 
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Grant und Goldmann berichten iiber einen normalen oder sogar 
leicht erhéhten Serumkalkspiegel bei der Atmungstetanie. Infolve 
der oben skizzierten Anschauungen ist demnach bei der Atmungs. 
tetanie fiir eine Phosphatstauung und Zunahme des Serumkaliunis 
kein Platz. In der Literatur fehlen iiber diesen Punkt die Angaben. 
Hier muBten neue Untersuchungen einsetzen, iiber die wir in der vor. 
liegenden Mitteilung berichten. 


Wir zogen noch einen Punkt in den Kreis unserer Betrachtungen: 
Das Verhalten des Blutzuckers bei tetanischen Zustinden. Tetanie 
geht mit einer Neigung zur Hypoglykamie einher. So fanden Underhill 
und Watanabe bei der parathyreopriven wie auch bei der Guanidin- 
tetanie erniedrigte Blutzuckerwerte. Auch bei der idiopathischen 
Tetanie der Sauglinge und Erwachsenen besteht nach Petenyi und 
Lax eine gewisse Neigung zur Hypoglykamie’). 

Wir gingen bei unseren Untersuchungen in der Weise vor, da8 wir 
die forcierte Atmung im niichternen Zustande haben vornehmen lassen. 
Vor dem. Beginn der Atmung wurde Blut entnommen und Urin entleert. 
Das gleiche wiederholten wir auch auf dem Héhepunkt der Atmungs- 
tetanie und 1% bis 3 Stunden nach dem Abklingen des tetanischen Zu- 
standes. Im Serum bestimmten wir jeweils.den anorgenischen Phosphor 
(nach Mariott-Haessler), Kalk (nach Kramer-Tisdall), und Kalium (nach 
Kramer - Tisdall). Die Blutzuckerbestimmung erfolgte nach Bang im 
Gesamtblute. Die Urinuntersuchung erstreckte sich auf die kolorimetrische 
Py - Bestimmung (nach Michaelis), auf die Ermittlung der Gesamtaziditit 
(ebenfalls nach Michaelis) und auf die des N- und NH,-Gehaltes (Mikro- 
kjeldahl). Die Gesamtaziditét, der N- und NH,-Gehalt werden in 1/,) Nor- 
malitat pro 100cem ausgedriickt. Der N.H,-Quotient wurde aus den 
N- und den zugehérigen NH,-Werten in der iiblichen Weise gewonnen. 


Auf die Analyse der einzelnen Faille méchten wir verzichten und 
weisen diesbeziiglich auf die im Anhang aufgenommene tabellarische 
Zusammenstellung hin. 

_ Die Urinuntersuchung ergab nichts Neues. Sie bestitigte die 
Angaben der schon zitierten Autoren. 

1. Eine regelmaBige Abnahme der Gesamtaziditit sowie die der 
kolorimetrisch festgestellten H-lonenkonzentration. 

2. Eine ebenfalls regelmaBige Erniedrigung der Ammoniak- 
ausscheidung und parallel damit eine deutliche Senkung des NH,- 
Quotienten. 


Ein vélliges Verschwinden des Ammoniaks konnten wir im Gegen- 
satz zu Davies, Haldane und Kennaway in keinem unserer Faille beob- 
achten. 


1) Vgl. auch folgende Arbeit von Gydérgy und Herzberg. 
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Die Blutzuckerwerte weisen im tetanischen Stadium eine deutliche 
und regelmaBige Tendenz zur Hypoglykdmie auf. Die aus den Einzel- 
daten gezogenen Mittelwerte illustrieren das Gesagte: 

vor der Atmungstetanie 
wahrend der Atmungstetanie. . . . 0,074 
nach der Atmungstetanie 

Die anorganische Blutsalzzusammensetzung zeigt kein eindeutig 
regelmaBiges Verhalten. So konnten wir wihrend des tetanischen 
Stadiums neben leicht erhéhten auch leicht erniedrigte Serum-P- 
und Serum-K-Werte nachweisen. Allein der Serumkalk zeichnet sich 
durch eine auffallende Konstanz oder eine nur ganz leichte Erhéhung 
aus, die iibrigens auch schon von Grant und Goldmann beschrieben 
wurde. Es ergeben sich folgende Mittelwerte fiir das Ca: 

vor der Atmungstetanie 
wiaihrend der Atmungstetanie. . . . 11,54 
nach der Atmungstetanie 

Ziehen wir die Mittelwerte fiir das Kalium und fiir den Phosphor, 
so erhalten wir trotz gewisser Abweichungen in Einzelfillen eine be- 
achtenswerte Konstanz : 

K 
vor der Atmungstetanie 20,17 


wihrend der Atmungstetanie. . . 20,2 
nach der Atmungstetanie ... . 20,09 


Wir sehen also, daB man fiir den Phosphor auf Grund dieser an- 
gegebenen Mittelwerte eher von einer leichten Neigung zur Abnahme 
des tetanischen Stadiums als von einer Stauung sprechen kénnte. 
Die Atmungstetanie ist keine Phosphattetanie. In Bestatigung der oben 
entwickelten Anschauungen vermissen wir sowohl eine Ca-Abnahme, 
wie auch eine K-Zunahme. Die Atmungstetanie diirfte demnach ihr 
Entstehen einzig und allein der starken Erniedrigung der wahren Blut- 
aziditat verdanken. 

Es soll nur nebenbei bemerkt werden, daB die von uns fiir die 
einzelnen anorganischen Blutbestandteile (P, K, Ca) gefundenen Mittel- 
werte im besten Einklang mit den in der Literatur verzeichneten 
Werten stehen. 

Auf die Klinik der Atmungstetanie méchten wir im Rahmen 
unserer vorliegenden Mitteilung nicht niher eingehen, zumal Behrendt 
und Freudenberg in ihren schon erwihnten Studien bereits diese Seite 
des Problems naher beleuchtet haben. Wir heben nur ausdriicklich 
hervor, auch auf Grund von Eigenversuchen, daB das Symptomen- 
bild der voll ausgeprigten Atmungstetanie dasselbe ist, wie wir es bei 
der idiopathischen Tetanie der Sauglinge und der Erwachsenen zu 
sehen gewohnt sind. Wir glauben diesen Punkt um so mehr betonen 
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zu miissen, weil wir in ihm eine, wenn auch nur indirekte Bestitiguig 
fiir unsere unitaristische Auffassung vom Wesen der Tetanie, als von 
einer durch Ca-Entionisierung bedingten Nerveniibererregbarkeit cr- 
blicken. Wenn nun neuerdings Greenwald in der schon von Haldane 
angenommenen sogenannten Anoximie (Stabilititserhéhung des Oxy- 
hamoglobins im alkalischen Milieu) die einzige Ursache der Atmungs. 
tetanie erblicken méchte, so hat er fiir diese seine Auffassung keine 
experimentellen Beweise geliefert. Er beruft sich auf die Angaben 
von Davies, Haldane und Kennaway, nach denen die nervésen Stérungen 
im Laufe der forcierten Atmung durch 0,-Zufuhr behoben werden. 
Durch die O,-Einatmung soll eben der paradoxe Sauerstoffmangel 
bekimpft werden. Nun fanden aber Behrendt und Freudenberg, dab 
bei vertiefter Atmung an der Sauerstoffbombe die Tetanie, im Gegen- 
satz zu den Beobachtungen der englischen Autoren, ganz so auftritt 
wie bei gewohnlicher Atmung, nur daB dabei manche subjektive Be- 
schwerden geringer zu sein scheinen. Die giinstige Beeinflussung durch 


. Sauerstoffzufuhr in den Versuchen von Davies, Haldane und Kennaway 


diirfte demnach eher auf psychischem Gebiete liegen; das geringste 
Nachlassen der Atmungsintensitaét mildert eben die tetanischen Er- 
scheinungen. Auch vom theoretischen Standpunkt aus erscheint uns 
dieser Beweis ex iuvantibus (O,-Zufuhr) nicht fir stichhaltig. Bei 
der paradoxen Anoxiimie handelt es sich nicht um einen tatsachlichen 
Sauerstoffmangel, sondern um eine durch die erhéhte alkalische Blut- 
reaktion bedingte Erschwerung des Gasaustausches zwischen Blut 
und Gewebe. Ein besonderer 0,-Reichtum des venésen Blutes, den 
wir als Folge der Anoximie erwarten miiBten, ist bei der von uns regel- 
maBig beobachteten stark ,,venésen“ Verfirbung des wahrend des 
tetanischen Stadiums entnommenen Venenblutes nicht wahrscheinlich. 
Hier miiBten freilich noch besondere Versuche den vollgiltigen Beweis 
liefern. 


In manchen unseren Fallen gelang es nach intravenésen, ziemlich 
hohen Ca-Dosen (CaCl,), trotz fortgesetzter gleichmafig forcierter 
Atmung den tetanischen Zustand giinstig zu beeinflussen. In anderen 
Fallen blieb die Wirkung aus. Die durch die Injektion zugefiihrten 
Ca-Ionen werden bei den herrschenden Reaktionsverhiltnissen rasch 
entionisiert. Daher das Versagen von geringen Kalkdosen und auch 
von hdéheren bei einer stark ausgeprigten Tetanie (Alkalose). 


Zusammenfassung. 


1. Die Atmungstetanie geht mit einer stark erniedrigten Saure- 
ausscheidung im Urin einher. Die ahnlichen in der Literatur angegebenen 
Angaben werden bestitigt. 


2. 
Blutzu 
3. 
keine . 
4. 
jonisiel 
5. 
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2. Die Atmungstetanie fiihrt zu einer geringen Erniedrigung des 
Blutzuckers. 

3. Die anorganische Blutsalzzusammensetzung (P, Ca, K) weist 
keine Abweichung von der Norm auf. 

4. Die Atmungstetanie ist keine Phosphattetanie. Die Ca-Ent- 
jonisierung wird durch den starken CO,-Verlust bewirkt. 

5. Die pathogenetische Bedeutung der sogenannten paradoxen 
Anoxaimie wird, im Gegensatz zu Greenwald, fir das Entstehen der 
Atmungstetanie nicht hoch eingeschitzt. 
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Beitrag zum Mechanismus der glykimischen Reaktion 
nach subkutaner Adrenalinzufuhr. 


Von 
P. Gyérgy und E. Herzberg. 
(Aus der Heidelberger Kinderklinik.) 
(Eingegangen am 20. Juni 1923.) 


Mit 7 Abbildungen im Text. 


Unter normalen Bedingungen lést subkutan oder intravendés 
verabreichtes Adrenalin eine starke, nur langsam abklingende hyper- 
glykamische Reaktion aus. Die Erhéhung des Blutzuckerspiegels 
steht mit der glykogenmobilisierenden Wirkung des Adrenalins in 
kausaler Beziehung. Es erhebt sich nun die Frage, wieso es unter 
normalen Bedingungen nach Adrenalinzufuhr zum Glykogenabbau 
kommt? Und was man unter normalen Bedingungen versteht? Mit 
der Beantwortuny dieser Fragen haben sich in letzter Zeit eine ganze 
Reihe von Autoren befaBt. Es ergaben sich im Laufe dieser Unter- 
suchungen beachtenswerte Beziehungen zwischen der Adrenalinwirkung 
und dem ifttermediiren Siurestoffwechsel.. Eine der wichtigsten 
,normalen“ Bedingungen diirfte durch das Saure-Basengleichgewicht 
gegeben sein. 

Es wiirde zu weit fiihren, auf die in der letzten Zeit stark an- 
geschwollene Literatur dieses Fragenkomplexes naher einzugehen. Wir 
méchten uns nur auf die Wiedergabe der wichtigsten Befunde be- 
schranken. 

So gelang schon Kretschmer, spater Pollak und Frohlich, der Nachweis 
der aktivierenden Wirkung des Saéurezusatzes auf die Glykogenmobilisierung 
in der Leber durch Adrenalin. Andererseits konnten wiederum Pollak 
und Fréhlich, wie auch Elias und Samartino, die glykogenmobilisierende 
Wirkung des Adrenalins an der iiberlebenden Kaltbliiterleber mit Alkali 
véllig unterdriicken. Am Gesamtorganismus beobachteten Underhill 
und seine Mitarbeiter durch Sodainjektion ebenfalls eine, wenn auch maBige 
Abschwichung der Adrenalinhyperglykamie. Auch Gottschalk und Pohle 
berichten iiber Versuche, die nach peroraler Zufuhr einer starken Bi- 
carbonatlésung eine deutliche Hemmung der Adrenalinhyperglykamie 
ergaben. Die Alkaliwirkung diirfte nicht auf eine vielfach angenommene 
Zerstérung des Adrenalins im alkalischen Milieu zuriickzufiihren sein. 














402 





P. Gyorgy u. E. Herzberg: 


Diesen Einwand konnten Elias und Samartino, sowie Gottschalk und Po/ile 

in entsprechenden Versuchen einwandfrei entkraften. So erwies sich an 
der iiberlebenden Kaltbliiterleber das eben noch in alkalischer Lésung 
unwirksame Adrenalin in der neutralisierten Lésung wieder wirks::) 
(Elias-Samartino). Die Glykogenmobilisierung findet demnach auch |); 
Verschiebung der Reaktion gegen die alkalische Seite zu nicht mehr oder 
nur erschwert statt. Es kénnte freilich auch noch eine andere Méglichkeit 
vorliegen. Gehért zu den normalen Bedingungen der Glykogenmobilisierung 
nach subkutaner oder intravendser Adrenalinzufuhr eine Erhéhung der 
intermediaren Saurebildung eine, wenn auch nur voriibergehende Azidose, 
so wird durch Alkaliverabreichung diese Azidose bekimpft; die Reaktion 
kann sich nicht gegen die saure Seite verschieben und die Hyperglykimie 
bleibt aus. Schon die erwahnten Befunde Kretschmers u. a., wie auch 
gewisse Analogien zum Saurehungerdiabetes (Elias und Kolb) sprechen 
in diesem Sinne. Tatsichlich gelang es Gottschalk und Pohle, den eindeutigen 
Beweis fiir die Richtigkeit dieser These zu erbringen. Sie wiesen nach 
subkutaner Adrenalinzufuhr bei Kaninchen im Pfortaderblute und in noch 
héherem Mae im Blute der abfiihrenden Lebervene eine Zunahme der 
wahren Blutreaktion nach, die sie mithin auf erhéhte Saurebildung im 
Lebergewebe beziehen (Milchséure, Hlias-Samartino). Die Azidose nach 
subkutaner Adrenalinzufuhr lieB sich auch im Gesamtblute an der Ab- 
nahme der titrierbaren Blutalkaleszenz (Elias-Samartino), an der Alkali- 
reserve (Kornfeld-Elias, Tatum) wie auch an der alveolaren Kohlensiure- 
spannung nachweisen. Wahrend diese Funde am Kaninchen stark aus- 
gesprochen waren, waren sie nach den Versuchen Elias-Kornfelds bei Hunden 
nicht zu erheben. Auch bei Menschen fanden die Autoren nur eine geringfiigige 
Herabsetzung der CO,-Spannung. Demgegeniiber gelang es Vollmer, bei 
Kindern 1 bis 14% Stunde nach der Adrenalinzufuhr eine erhéhte Saure- 
ausscheidung im Urin quantitativ festzustellen, die er auf erhéhte inter- 
mediire Saurebildung bezieht. 


Zu den normalen Bedingungen der Glykogenmobilisierung nach 
Adrenalinzufuhr gehért die initiale Azidose bzw. ein Zustand im inter- 
mediéren Siéure-Basengleichgewicht, der die initiale Azidose und so auch 
die lokale Saiuerung in der Leber zulaBt. Die erhéhte Saurebildung wire 
nur eine der normalen Bedingungen. Wir stimmen Kornfeld und Elias, 
wie auch Gottschalk und Pohle u. a. vollkommen zu, wenn sie die Adrenalin- 
hyperglykamie nicht allein auf diese, wenn auch notwendige Bedingung 
zuriickgefiihrt sehen méchten. 

Die Richtigkeit der angenommenen These vorausgesetzt, diirften 
azidotische Zustinde mit einer besonders starken hyperglykimischen 
Reaktion einhergehen. Bei alkalotischen Zustanden muSte demgegen- 
tiber die Glykogenmobilisierung durch Adrenalin stark gehemmt oder 
vollig unterdriickt gefunden werden. Die Adrenalinblutzuckerkurve kénnte 
uns demnach iiber die allgemeine Stoffwechselrichtung, iiber das Saure- 
Basengleichgewicht, wenn auch nur in groben Ziigen, Aufschlu8 geben. 
Das ware um so wichtiger, weil die iibliche Untersuchungsmethode be- 
kanntlich oft nicht einmal die einfach erscheinende Frage: Liegt im ge- 
gebenen Falle Azidose oder Alkalose vor, eindeutig entscheiden kann. 
Wir erinnern nur an die Gegensitze zwischen den Theorien von Barcro/t 
und Haggard-Y. Henderson. 

Nachdem der eine von uns (Gyérgy) gemeinsam mit Freudenberg die 
Anschauung vertritt, daB die Tetanie mit einer alkalotischen, und die 
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Rachitis mit einer azidotischen Stoffwechselrichtung einhergeht, und diese 
These von verschiedenen Seiten ir offenen und versteckten Angriffen 
bekampft wird, glaubten wir das Verhalten der Adrenalinblutzuckerkurve 
in diesen Zustanden fiir oder wider unsere Auffassung verwerten zu kénnen. 

Gehért die ,,Alkalose“’ zu den notwendigen Bedingungen einer teta- 
nischen Nerveniibererregbarkeit, so darf eine Glykogenmobilisierung nach 
Adrenalinzufuhr nicht oder nur in geringem Mae stattfinden. Tatsachlich 
gelangte Petenyt und Lax, und neuerdings Beumer und Schdfer (unab- 
hingig voneinander) zu diesem gewissermaBen theoretisch postulierten 
Resultat. Bei Tetaniekranken — sowohl bei Siéuglingen wie auch bei 
Erwachsenen — fanden die erwahnten Autoren die Adrenalinhyperglykaimie 
stark heragbesetzt; sie kann sogar vollstandig fehlen. 

Hier miissen wir noch auf eine weitere Beobachtung, die wir ebenfalls 
Petenyi und Lax verdanken, naher eingehen. Sie betrifft die sogenannte 
hypoglykiimische Phase nach Adrenalininjektion. Bei Gesunden tritt 
nach Abklingen der durch Adrenalin bedingten Hyperglykamie regel- 
maBig ein zweites, hypoglykamisches Stadium.auf. Da eine zweite Adre- 
nalininjektion, die in dieses hypoglykaimische Stadium fallt, wiederum 
zu einer Erhéhung des Blutzuckerspiegels fiihrt, so darf diese Hypoglykamie 
nicht auf eine Verarmung der Leber an Glykogen, auf eine einfache Kompen- 
sationserscheinung zuriickgefiihrt werden. Sie diirfte nach der Ansicht der 
erwihnten Autoren mit der Adrenalinwirkung in kausaler Beziehung stehen. 
Die beste Stiitze fiir diese ihre Auffassung erblicken sie in den Adrenalin- 
blutzuckerkurven bei Tetanie. Hier tritt nach einer Adrenalininjektion 
eine hypoglykamische Phase auch dann auf, wenn eine vorherige Hyper- 
glykiimie vollstandig fehlt. Die Hypoglykiimie ist eine von der Hyper- 
glykimie unabhingige Erscheinung. Sie diirfte als eine paradoxe Um- 
kehrung der ,,normalen‘‘ Adrenalinwirkung bezeichnet werden. 

Eine aihnliche Beobachtung teilt Dale mit. Bei mit groBen Ergotoxin- 
dosen vergifteten Tieren fiihrt Adrenalin zu Blutdrucksenkung (Phanomen 
der vasomotorischen Umkehrung nach Dale). 


Es lag nun sehr nahe, nicht nur die Abschwaichung der Hyper- 
glykimie, sondern — und vielleicht noch mehr — auch die hypo- 
glykimische Phase auf die alkalotische Stoffwechselrichtung zuriick- 
zufihren. Entspricht diese Annahme den Tatsachen, so miiBten alka- 
lotische Zustiinde oft mit einer hypoglykimischen, azidotisch wirkende 
Mittel dagegen — worauf wir schon oben hingewiesen haben — mit 
einer verstarkten hyperglykiimischen Reaktion nach Adrenalin einher- 
gehen. 

Experimenteller Teil. 
Wir wahlten zu unseren Versuchen gesunde Kinder im Alter 
von ¥, bis 7 Jahren. Die Adrenalinblutzuckerkurve wurde bestimmt: 
a) ohne Vorbehandlung, 
b) nach einer zweitaigigen Bicarbonatvorbehandlung, 
¢) nach einer zweitagigen Salmiak-(N H,Cl-)Vorbehandlung, 
d) nach einer Bestrahlung (Quarzlicht) von 3 bis 5 Minuten. 

Der Blutzucker wurde nach Bang in der Modifikation von Ernst- 

Weiss bestimmt. Die erste Blutentnahme erfolgte 3 bis 4 Stunden 
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nach der letzten Nahrungsaufnahme. Die Kinder blieben wihre;{ Ur 
der ganzen Versuchsdauer niichtern. Ergebn 
ErwartungsgemaiB zeigte die Adrenalinblutzuckerkurve nach §& erblick 
Salmiakvorbehandlung durchweg eine weit stairkere hyperglykamische J und S 
Reaktion als die Vergleichskurve ohne Vorbehandlung, wahrend 8i- glykan 
carbonatvorbehandlung und Bestrahlung in der Tat eine Hemmung & kurve 
der Glykogenmobilisierung und in der Mehrzahl der Fille eine Hypo- Umstiz 
glykamie nach Adrenalinzufuhr aufweist. Besonders eindrucksvol| § der Gl 
sind in dieser Hinsicht die Abb. 1 bis 3 und 6. Im Gegensatz zu den 
erwihnten Literaturangaben bleibt die Adrenalinwirkung auf den 
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Abb. 1. Fritz W., 13/, Jahre. Impetigo. Abb. 2. Anna Th., 15, Jabre. Impetigo. 
Adrenalin 05mg  .... Ammoncblor 10.0 —— Adrenalin 0,5 mg Ammonchlor 13,0 — 
Natr. bicarbon. 15,0 ---- Bestrahlung 6 Min.— — Natr. bicarbon. 15,0 Bestrablung 6 Min. 








Blutzucker nach Bicarbonatzufuhr nicht aus, sie erscheint in einer 
paradoxen Form, in einer Umkehrung der hyperglykimischen Reaktion, 
genau so wie bei der Tetanie. Auch die Bestrahlung schafft die gleichen 
Bedingungen. Man miiBte folgerichtig an eine alkalotische Umstimmung 
des Stoffwechsels unter dem Einflu8 der ultravioletten Strahlen denken. 
Tatsichlich gelang Hderer, durch Bestimmung der alveolaren CO,- 
Spannung, und dem einen von uns (Gyérgy), durch Verfolgung der 
Saureausscheidung im Urin die alkalotische Verschiebung im inter- | 
mediiren Stoffwechsel nachzuweisen. Die Adrenalinblutzuckerkurve blutz. 
nach Bestrahlung bestitigt mithin auf indirektem Wege das Vorhanden- 
sein einer alkalotischen Stoffwechselrichtung. 1) 
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hrend Unsere theoretischen Uberlegungen stehen mit den experimentellen 
Ergebnissen im besten Einklang. Eine Erginzung zu unserer These 
nach erblicken wir noch in den Beobachtungen von Underhill, sowie Beumer 
uische [J und Schafer, die nach Kalkvorbehandlung ebenfalls erhéhte hyper- 
d Bi- glykamische Werte auf der aufgenommenen Adrenalinblutzucker- 
mung kurve registrieren konnten. Auch Kalk fihrt zu einer azidotischen 
Lypo- Umstimmung des Stoffwechsels und mithin zu einer Begiinstigung 
‘svoll ff der Glykogenmobilisierung. 
1 den Fassen wir die mitgeteilten Befunde kurz tabellarisch zusammen, 


den § so ergeben sich zwei Gruppen: 
Hypoglykamische Reaktion: Hyperglykamische Reaktion: 


Bicarbonatvorbehandlung, » Normal“, 
Bestrahlung, NH,Cl-Vorbehandlung, 
Tetanie. Ca-Vorbehandlung. 


i 


| 


| 
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In neueren Versuchen konnte der eine von uns (Herzberg) auch 
bei fieberhaften Zustanden nach Adrenalininjektion hypoglykamische 
Werte beobachten [Abb. 74)]. 
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Abb. 3. Karl D., 7 Jahre. Enuresis. Abb. 4. Heinz W., 5 Monate. Bronchitis. 
Adrenalin 0,5 mg Ammonchlor 13,0 —— Adrenalin 03mg  ....Ammonchlor 120 —— 
Natr. bicarbon. 10,0 Bestrahlung 6 Min. —— Natr. bicarbon. 13,0 ---- Bestrahlung 6 Min. — — 


Rachitis weist eine hyperglykimische, vielleicht sogar erhdéht 
(Beumer und Schdfer) hyperglykimische Adrenalinblutzuckerkurve auf. 
Die von Petenyi und Lax, sowie von Beumer und Schafer beschriebene 
hypoglykamische Reaktionsform bei Tetanie haben wir in entsprechen- 
den Versuchen ebenfalls feststellen kénnen. Parallel mit dem Ver- 
schwinden der manifest-tetanischen Symptome nimmt die Adrenalin- 
blutzuckerkurve wieder eine mehr und mehr hyperglykimische Form an. 


1) Die ausfiihrliche Mitteilung erfolgt spaiter an anderer Stelle. 
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Vergleichen wir die hypo- und hyperglykamischen Gruppen yom 
Standpunkt der Tetanielehre miteinander, so ergibt sich eine weit. 
gehende Ubereinstimmung mit der von Freudenberg und Gyérgy ver- 
fochtenen These: Die als tetanigen- erkannten Reize stimmen den 
Stoffwechsel in alkalotischer Richtung um, und umgekehrt, die thera. 
peutisch wirksamen Faktoren fiihren zu einer erhéhten intermediiren 
Saurebildung. Da8B die Bestimmung der Adrenalinblutzuckerkurve 
nicht als eine vollwertige Bestatigung der erwahnten Lehre gelten 
kann, moéchten wir nicht leugnen. Trotzdem glauben wir, diesem 
beachtenswerten Parallelismus eine gewisse Beweiskraft zusprechen 
zu miissen. 

Auch in anderer Hinsicht dirften unsere Untersuchungen ein 
Interesse fiir sich in Anspruch nehmen. Ausgehend von ihren Studien 
iiber die Blutdruckbeeinflussung nach subkutaner Adrenalinzufuhr, 
vertreten Balint und Goldschmidt eine Ansicht, die nach den Ergebnissen 
der vorliegenden Versuche nicht unwidersprochen bleiben kann. Nach 
den erwihnten Autoren bleibt die blutdruckerhéhende Adrenalin- 
wirkung im Fieber wie auch bei der Atmungstetanie aus dem Grunde 
aus, weil das Adrenalin infolge der erhéhten Oxydationsvorgiinge in 
den Geweben rasch zerstért wird. Hatten wir beim Fieber bei der 
Bicarbonatvorbehandlung sowie auch nach der Bestrahlung eine 
vollige Unbeeinflussung oder nur eine mafige Erhéhung des Blut- 
zuckerspiegels unter der Einwirkung des subkutan zugefiihrten Adre- 
nalins beobachtet, so kénnte die Annahme von der beschleunigten 
Zerstérung des Adrenalins in den Geweben zu Recht bestehen. Eine 
Umkehrung der glykimischen Reaktion, eine hypoglykimische Phase 
ist aber mit dieser Auffassung nicht in Einklang zu bringen. Nicht 
das Adrenalin wird zerstért, sondern die ,,normalen“ Bedingungen 
erfahren einen gewissen Um- und Abbau. Hierzu gehért als einer 
der neu hinzugekommenen Faktoren: die .alkalotische Stoffwechsel- 
richtung. DaB neben der Alkalose noch andere Bedingungen im Spiele 
sein miissen, geht aus den in unserer Klinik ausgefiihrten Unter- 
suchungen Vollmers itber die diphasische Wirkung des Adrenalins und 
iiber ihre nahere Analyse hervor. 

Ob nun die Alkalose bzw. Azidose als direkt wirksame Faktoren 
im Mechanismus der Adrenalinhyper- und -hypoglykamie teilnehmen, 
oder auf dem Umwege iiber die dadurch mitbestimmte Ca-Ionisation, 
soll an dieser Stelle nicht naher ausgefiihrt werden. Hier dirfte unser 
Arbeitsgebiet die Anschauungen Zondeks vom Wesen der sympathischen 
Innervation und Reizung naher beriihren. Beumer und Schafer fihren 
die abgeschwichte hyperglykimische Reaktion bei Tetanie auf dic 
durch Ca-Mangel bedingte Schwiche des sympathischen Systems 
zuriick. Auch Freudenberg und Gyérgy schlieBen sich dieser Ansicht 
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in einer polemischen Bemerkung an und erweitern sie noch auf den 
ganzen Kreis , alkalotischer’ Zustinde. 

Wieso kommt es aber zu einer hypoglykimischen Reaktion? Ist 
auch die Hypoglykamie das Resultat einer Sympathicusreizung, dann 
kann von einer Schwiiche des sympathischen Systems nicht die Rede 
sein? Oder aber beruht sie auf einer ,,Vagusreizung‘? Dann miibte 
wiederum angenommen werden, da das Adrenalin, das Hormon des 
Sympathicus, auch den Parasympathicus zu reizen vermag! Die 
Diskussion dieser Fragen liegt aber auBerhalb des. Kreises unseres 
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Abo.5. Karl L., 2) Jahre. Poliomyelitis. 
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Arbeitsgebietes. Fiir die Beantwortung der Frage, ob Alkaliiiberschu8 
die Glykogensynthese in der Leberzelle zu férdern vermag, wie das 
von Elias, Mc Leod, Underhill u. a. angenommen wurde, liefern unsere 
Versuche kein verwertbares Material. Die von Elias und Weiss be- 
schriebene Vermehrung des Glykogens in den Hefezellen unter Alkali- 
wirkung konnte neuerdings mit verbesserter Methodik durch P. Mayer 
aus dem Neubergschen Laboratorium nicht bestatigt werden. 

Nicht nur die glykimische Reaktion nach Adrenalinzufuhr zeichnet 
sich je nach der Vorbehandlung durch einen verschiedenen Charakter 
(hyper- bzw. hypoglykamisch) aus, schon in den Anfangswerten vor 
der Adrenalininjektion ergaben sich oft die gleichen Unterschiede. 
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So fanden wir die héchsten Anfangswerte nach Salmiakvorbehandluig. 
waihrend Bestrahlung und noch mehr die Bicarbonatvorbehandluny 
oft hypoglykamische Anfangswerte aufweisen. Es kann unter solchen 
Umstiinden zu einer eigenartigen Ubereinanderlagerung der einzelney 
Blutzuckerkurven kommen (Abb. 5). Von unten nach oben ergibt 
sich die folgende Reihenfolge: ,,Bicarbonat*, ,, Bestrahlung**, ,, Normal’. 
,,Salmiak“. Warum unter azidotischen bzw. alkalotischen Bedingungen 
manchmal hyper- bzw. hypoglykimische Anfangswerte beobachtet 
werden, ein anderes Mal wieder nicht, bleibt so lange eine ungeléste Frage. 
bis wir den inneren Mechanismus der Glykogenmobilisierung nicht 
auch von einem anderen Gesichtspunkt als von dem des Siaure-Basen- 
gleichgewichtes kennenlernen werden. Hypoglykamische Werte bevor- 
zugen jedenfalls alkalotische, hyperglykamische Werte dagegen azi- 
dotische Zustande. So konnten Underhill und seine Mitarbeiter bei 
der Guanidin- und parathyreopriven Tetanie, Petenyi und Laz in der 
Mehrzahl ihrer Fille bei der idiopathischen Tetanie der Siuglinge 
und der Erwachsenen, Gyérgy und Vollmer bei der Atmungstetanic 
hypoglykamische Werte beobachten. Rothmann berichtet neuerdings 
iiber erniedrigten Blutdruck und Hypoglykamie nach Bestrahlung. 
Seine Annahme von einer verminderten Adrenalinbildung in den 
Nebennieren ist nach alle dem, was wir im Laufe der vorliegenden 
Untersuchungen mitgeteilt haben, nicht erforderlich. Es liegt woh! 
auch bei der von Rothmann studierten Strahlenwirkung eine paradoxe 
Umkehrung der Adrenalinwirkung bei einem alkalotischen Zustande vor. 


Zusammenfassung. 


Die glykamische Reaktion nach subkutaner Adrenalinzufuhr 
besteht aus zwei nacheinander folgenden Phasen: 1. aus einer hyper- 
glykamischen, und 2. aus einer hypoglykamischen Phase. Bicarbonat- 
vorbehandlung, Bestrahlung mit ultravioletten Strahlen, Fieber be- 
dingen eine starke Abschwaichung der Hyperglykamie; die zweite, dic 
hypoglykamische Phase beherrscht das Bild. Fehlt die erste hyper- 
glykamische Phase vollstandig, so kann von einer paradoxen Um- 
kehrung der Adrenalinblutzuckerkurve gesprochen werden. Auch 
tetanische Zustande sind durch eine solche ,, Umkehrung* der Adrenalin- 
blutzuckerkurve ausgezeichnet. 

Es liegt nahe, den Mechanismus der paradoxen_,,Adrenalin- 
reaktion“ mit der Alkalose oder mit der durch die Alkalose bestimmten 
Ca-Entionisierung in Beziehung zu bringen. 

Bicarbonatvorbehandlung, Bestrahlung, Tetanie fiihren oft auch 
ohne Adrenalin zu einer Hypoglykimie. 

Salmiakvorbehandlung verstirkt die Hyperglykimie nach sub- 
kutaner Adrenalinzufuhr, lést auch ohne Adrenalin oft eine Hyper- 
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gi\kamie aus. Hier diirfte die azidotische Umstimmung des Stoff- 
wechsels mit im Spiele sein. 

Es wird ausdriicklich hervorgehoben, daB der verschiedene: Ausfall 
der ,,Adrenalinblutzuckerkurve mit der Beriicksichtigung der _,,azi- 
dotischen“ und ,,alkalotischen“ Stoffwechselrichtung allein noch nicht 
restlos erklart wird. Das Saure-Basengleichgewicht spielt in seinem 
jeweiligen Zustande nur die Rolle einer ,,iibergeordneten , Bedingung™. 
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Die zweiphasische Wirkung des Adrenalins. 


Von 
Hermann Vollmer. 


(Aus der Heidelberger Kinderklinik. ) 
; (Eingegangen am 20. Juni 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Allgemeiner Teil. 


Den anorganischen Bestandteilen des menschlichen Organismus 
wird erst seit der Einfiihrung der physikalischen Chemie in die medi- 
zinischen Wissenschaften die ihnen gebiihrende Beachtung geschenkt. 
Damit besteht die Aussicht, daB eine fiihlbare Liicke in der inner- 
sekretorischen Forschung einmal durch sichere Kenntnisse ausgefiillt 
und der Kreis sich schlieBen wird, der das endokrine System, das vege- 
tative Nervensystem und die Ionen miteinander verbindet. Denn 
nachdem der enge Zusammenhang zwischen den Hormonen und dem 
autonomen System feststeht, und die letzten Jahre systematische 
Arbeiten iiber die Beziehungen zwischen bestimmten Kationen und 
der Funktion der vegetativen Nerven brachten, sind auch funktionelle 
Zusammenhinge zwischen den Inkreten und den anorganischen Be- 
standteilen des Organismus wahrscheinlich geworden. Ja man sieht 
sich geradezu veranlaBt, ein gemeinsames Zentrum zu _postulieren, 
das die Funktion dieser drei Systeme beherrscht und ihren Gleich- 
gewichtszustand aufrechterhilt. 

Unter den verschiedenen Hormonen besitzen wir nur im Adrenalin 
infolge seiner synthetischen Herstellbarkeit den wirksamen Bestand- 
teil eines innersekretorischen Organs in reiner und genau dosierbarer 
Form, wahrend die meisten iibrigen Organpraparate auf Grund des 
extraktiven Herstellungsverfahrens stérende Nebenprodukte enthalten. 
So bietet das Adrenalin die sicherste Gewahr fiir eine rein hormonale 
Wirkung, die nicht wie bei den Organextrakten durch eine gleich- 
zeitige Proteinkérperwirkung iiberlagert ist. 

Die folgenden Untersuchungen wurden nicht in rein theoretischer 
Einstellung ausgefiihrt, sondern sie hatten zugleich einen praktischen 
Hintergrund in den pathogenetischen Fragen der Rachitis und Tetanie. 
Freudenberg und Gyérgy(1) konnten bei beiden Krankheiten eine 
wohlcharakterisierte Stoffwechselstérung — acidotische Stoffwechsel- 
richtung bei Rachitis, alkalotische Stoffwechselrichtung bei Tetanie 
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— nachweisen und damit die alte Hypothese einer hormonalen 
Bedingtheit beider Krankheiten wieder aufnehmen. Meine Unter- 
suchungen (2) tiber den Einflu8 der Hormone auf die Saureaus- 
scheidung mit dem Harn, die als Ausdruck der Stoffwechselintensitat 
aufgefaBt wurde, legten die Anschauung nahe, daB den endokrinen 
Driisen eine direkte Wirkung auf die Zellatmung und die Stoff- 
wechselrichtung zukomme. Neuerdings neigt jedoch Gyérgy (3) mehr 
zu der Annahme, daB diese Stoffwechselwirkung der Hormone sich 
mittelbar auf dem Wege iiber den Phosphatbestand des Blutserums 
vollziehen kann. Dafiir sprechen zwei Tatsachen: 1. Hormone beein- 
flussen die Sauerstoffzehrung isolierter Kalbsdarmzellen nur in geringem 
Grade und nicht entsprechend ihrer oxydationsbeschleunigenden bzw. 
hemmenden Wirkung im Organismus [Vollmer (4)]. 2. Andererseits 
iiben Phosphate auf isolierte Kalbsdarmzellen eine starke oxydations- 
fordernde Wirkung aus [Gyérgy (5)]. 

So war die logische SchluBfolgerung berechtigt, daB die Hormone 
unmittelbar den Phosphatbestand des Blutes und erst mittelbar die 
oxydative Zellfunktion und damit die Richtung des intermediiren 
Stoffwechsels beeinflussen. Dementsprechend faBt Gyérgy die bei der 
Rachitis gefundene Phosphatverminderung im Blutserum nicht mehr als 
Folge, sondern als Ursache der Stoffwechselverlangsamung auf. In ana- 
loger Weise wird die Phosphatvermehrung im Tetanikerblut bewertet. 

Es blieb also noch der Experimentalbeweis zu erbringen, daB die 
Hormone tatsichlich einen Einflu8 auf den Phosphatgehalt des Blutes 
haben. Aus den oben angefiithrten Griinden soll dieser Beweis zunachst 
fiir das Adrenalin geliefert werden. Durch diese Versuche sollte zu- 
gleich eine andere Frage angegangen werden, die allgemeinerer Natur 
ist und die Adrenalinwirkung iiberhaupt betrifft. Vor kurzem konnte 
gezeigt (4) werden, da die Siureausscheidung mit dem Harn und 
damit der intermediire Stoffwechsel durch Adrenalin in zwei dia- 
metralen Phasen beeinfluBt wird. Die initiale Azidose (vermehrte 
Saureausscheidung) schligt nach etwa 30 Minuten in eine Alkalose 
(verminderte Saureausscheidung) um. Und zwar iibertrifft die zweite 
Phase die erste weit an Dauer, so daB Stoffwechseluntersuchungen im 
Gesamttagesharn die azidotische Phase verbargen und als Gesamteffekt 
eine erhebliche alkalotische Umstimmung des Organismus ergaben. 
Derartige Schwankungen der Siureausscheidung — die ja als Regu- 
lationsmechanismus aufzufassen ist — miissen ihre nachste Ursache 
in Veranderungen der intermediiren Saurebildung haben. Diese aber 
hingt wiederum von der oxydativen Zellfunktion ab, deren Grad aus 
den oben angefiihrten Griinden wohl kaum unter dem direkten EinfluB 
des Adrenalins steht, sondern, wie wir vermuten, von der Phosphat- 
konzentration der Blutflissigkeit abhingt. Wenn sich also im Adre- 
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nalinversuch tiberhaupt eine Verinderung des Phosphatgehaltes i: 
Blutserum ergab, so war auch ein zweiphasischer Verlauf dieser Vor. 
anderungen zu erwarten, entsprechend den beiden Phasen in der Saure- 
ausscheidung. Und zwar miiBte, wenn unsere Hypothese sich bewalir. 
heiten soll, der Blutphosphatgehalt nach der Adrenalininjektion 7u- 
nichst absinken, um dann iiber den Anfangswert hinaus zu steigen, 
Jede quantitative Anderung eines anorganischen Bestandteils muti 
aber aus rein chemisch-physikalischen Griinden und — teleologisch 
gesprochen — aus regulatorischen Griinden auch das Mengenverhiltnis 
der iibrigen anorganischen Stoffe beeinflussen und damit funktionelle 
Wirkungen ausiiben. 

Da nun der Zusammenhang zwischen Phosphat- und Ca-Gehalt 
des Blutes bekannt ist, bezogen wir zunichst auch den Ca-Gehalt 
des Serums und spiter auch alle iibrigen zum Teil bekannten Adrenalin- 
wirkungen in den Kreis unserer Betrachtungen ein unter dem Haupt- 
gesichtspunkt der zweiphasischen Wirkung. 


Methode. 


Bei gesunden Kindern und Erwachsenen wurden aus der Cubital- 
vene 5 bis 10 ccm Blut entnommen und nach eingetretener Gerinnung 
zentrifugiert. Dann wurde Suprarenin (Héchst) 1: 1000 in Mengen 
von 0,5 bis 1,0 ccm teils subkutan, teils intravenés injiziert. In ver- 
schieden langen Zeitabstinden von der Adrenalininjektion (5 Minuten 
bis mehrere Stunden) wurden eine bis drei weitere Blutproben ent- 
nommen. Die Blutentnahmen wurden mindestens 2 bis 3 Stunden 
nach der letzten Nahrungsaufnahme ausgefiihrt. Im Serum wurden 
die anorganischen Phosphate und das Ca nach den Methoden von 
Howland, Mariott und Haessler (6) bzw. Kramer und Tisdall (7) be- 
stimmt. Die intravenése Adrenalininjektion, deren Gefahr wir kannten 
und vor der wir warnen méchten, wandten wir nur bei zwei Versuchs- 
personen an, um eine rasche Adrenalinwirkung zu erzielen. Denn bei 
subkutaner Applikation verzégert das Adrenalin selbst kraft seiner 
vasokonstriktorischen Wirkung seine Resorption, der Zeitpunkt der 
Wirksamkeit ist ungewi8 und individuell verschieden. Mit Riicksicht 
auf die Versuchspersonen war es leider nicht méglich, durch fortlaufende 
Blutentnahmen Kurven iiber die Veriinderungen des Phosphat- und 
Calciumgehaltes im Blutserum zu gewinnen. Auf der Suche nach 
zwei verschiedenen Phasen war es also mehr Zufall, den richtigen 
Zeitpunkt fiir die Blutentnahme zu treffen, insbesondere die kurz- 
dauernde erste Phase zu erfassen, zumal bei subkutaner Adrenalin- 
verabreichung die Reaktionszeit auf das Pharmakon individuelle Ver- 
schiedenheiten zeigen muBte. Ein Urteil ist darum nur bei Betrachtung 
der ganzen Versuchsreihe abstractione zu gewinnen. 
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Zweiphasische Wirkung des Adrenalins. 


Versuchsergebnisse. 


1. Phosphate. 

Bei acht unter elf Versuchen gelang es, eine initiale P-Verminderung 
nachzuweisen, die ganz kurz nach der Adrenalininjektion (etwa 5 Min.) 
am starksten ausgesprochen (bis 60%), und nach 15 Minuten gerade 
noch zu erfassen war. Ebenso wurde in acht Versuchen die zweite 
Phase der P-Vermehrung sichtbar, die nur geringe Grade erreichte 
und friihestens etwa 2 Stunden nach der Adrenalinverabreichung, oft 
auch viel spiter auftrat. In den Versuchen 2, 4, 8, 10 und 11 gelang es, 
die zweiphasische Wirkung des Adrenalins auf den Blutgehalt an 
anorganischen Phosphaten zu beweisen, und zwar, wie wir nach theore- 
tischen Uberlegungen erwarteten, eine initiale Phosphatverminderung 
entsprechend der frither gefundenen Azidose und eine darauf folgende 
Phosphatvermehrung in Ubereinstimmung mit der sekundiren alka- 
lotischen Phase. Zwischen dem P-Bestand des Blutes und der Stoff- 
wechselintensitit besteht aber 
nicht nur ein Verhiltnis der 
Gleichzeitigkeit, sondern auch 
der kausalen Abhingigkeit. Da- 
fir sprechen am eindeutigsten 
die Versuche von Binger (23), 
Jeppson (24), Tisdall (25) und 
Frank, Nothmann u.Guttmann (8), 
denen es gelang, durch Dinatriuni- 
phosphat Tetanie (Alkalose) zu 
erzeugen. 














_~ 


2. Calcium. 

Derartige Verschie bungen des 
Phosphatgehaltes kénnen nicht 
ohne Einflu8 auf den Ca-Bestand 
des Blutserums sein. Schon in 
vitro laBt sich demonstrieren, 
daB sekundires Natriumphos- 
phat die Ca-Ionisation hemmt FC ELEL ELLE CE EO 
und Ca zur Ausfillung bringt. pre 2 Stunden 
Im Organismus fiihrt eine Ver- 
mehrung des P-Bestandes zu einer Ca-Einlagerung in die Gewebe, 
P-Verminderung zu einer Gewebsentkalkung und damit zu einer 
Ca-Vermehrung des Blutes. Wie es nach diesen Zusammenhingen 
zu erwarten war, fanden wir auch in den meisten unserer Ver- 
suche nach der Adrenalininjektion zunichst eine Ca-Vermehrung 
(erste Phase) und dann erst eine Ca-Verminderung (zweite Phase) im 
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Blute, also einen gewissen Antagonismus zwischen den P- und (a. 
Gehalten, wie aus der folgenden Kurvenschar (P- und Ca-Kurve der 
Versuchspersonen 2, 10 und 11) ersichtlich ist. Auch hier gelang es 
aus den oben angefiihrten Griinden nicht regelmaBig, die erste Phase 


zu erfassen. Die Versuche 1, 2, 3, 4, 10 und 11 waren in dieser Hinsicht | 


die gliicklichsten. Bei einigen Versuchspersonen (1, 3, 4) war die (a. 
Vermehrung erst nachzuweisen, nachdem die P-Verminderung bereits 
abgeklungen war. Schon diese Beobachtung macht es wahrscheinlich, 
daB die Ca-Veranderungen den P-Verinderungen erst folgen und sich 
nicht in mathematischer Gleichzeitigkeit vollziehen. 


Schon Billigheimer (9) konnte mit einer anderen Methode eine 
Ca-Verminderung im Serum unter dem Einflu® des Adrenalins nach- 
weisen. Wohl infolge seiner Versuchsanordnung ist ihm die erste Phase 
entgangen. Dadurch wurden Dresel und Katz (10), die den Einflu 
des Adrenalins auf den Blutkaliumgehalt studierten und ihre Befunde 
denen Billigheimers gegeniiberstellten, zu Schliissen veranlaBt, denen 
wir nicht voll zustimmen kénnen; darauf werden wir spater eingehen. 


Wie wir aus der Férderung der Zelloxydation durch die Phosphate 
die erste, azidotische Phase auf die Phosphatverminderung zuriick- 
fihren konnten, gelingt es uns auch, aus der Ca-Vermehrung die ge- 
fundene Stoffwechselherabsetzung herzuleiten. Ca-Vermehrung er- 
niedrigt die Zelloxydation (Warburg). P-Verminderung und Ca-Ver- 
mehrung summieren sich also in ihrer azidotischen Wirkung wahrend 
der ersten Adrenalinphase. 


Theoretisches. 


Nach diesen Befunden war es von Interesse, ob auch die iibrigen 
Adrenalinwirkungen einen zweiphasischen Ablauf zeigen. 


Dresel und Katz (10) untersuchten den Kaliumgehalt des Blutes und 
fanden, da8 dieser nach Adrenalinverabreichung zunachst stark absank, 
um dann iiber die Norm hinaus anzusteigen, und zwar ungefahr in zeit- 
licher Ubereinstimmung mit unseren Ca- und P-Befunden. Beide Autoren 
heben die sekundire K-Vermehrung nicht besonders hervor; fiir unsere 
Fragestellung ist sie jedoch wichtig. Es ist schwer zu entscheiden, ob 
diese K-Schwankungen eine direkte oder indirekte Adrenalinwirkung dar- 
stellen. Da wir wissen, daf% Ca-Ionen einwertige Kationen (K’) aus ihren 
Verbindungen mit amphoteren Kolloiden verdrangen [Freudenberg und 
Gyérgy (11)], nehmen wir an, daB die Ca-Verschiebungen den Veranderungen 
des Blutkaliumgehaltes iibergeordnet sind. So erklart sich auch der Anta- 
gonismus zwischen den Ca- und K-Gehalten. In der ersten Adrenalin- 
phase begiinstigt die Ca-Verarmung der Gewebe die K-Bindung, die zu 
einer K-Verminderung des Blutes fiihrt. Die entgegengesetzten Verhilt- 
nisse liegen in der zweiten Phase vor. SchlieBlich unterstiitzen auch die 
K-Verschiebungen die Stoffwechselwirkung der Phosphate und des Ca; 
denn durch die Untersuchungen von Ph. Ellinger (12) wissen wir, da®B K 
die Zelloxydation erhéht. 
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Fiir die Adrenalinblutzuckerwirkung wurde bereits von Petenyi und 
Lax (13) ein zweiphasischer Verlauf nachgewiesen. Der initialen Hyper- 
glykamie folgt nach mehreren Stunden eine Hypoglykamie. Und zwar 
scheint die Zuckermobilisierung von den Anderungen des Saure-Base- 
gleichgewichtes in der Leber abzuhangen und das Glykogen-Glykose- 
gleichgewicht von der Blutaziditat beherrscht zu werden [Underhill (14), 
Fréhlich und Pollak (15), Elias und Sammartino (16), Gottschalk und 
Pohle (17), Gyérgy und Herzberg (18)]. Die verschiedenen Adrenalin- 
wirkungen scheinen sich also nicht gleichzeitig, sondern in einer bestimmten 
Reihenfolge zu vollziehen, die wir folgendermaBen auffassen: 
Adrenalin -» [P > Ca > K] -» Zelloxydation +» Blutaziditat + Blutzucker. 
Der Einflu8 des Adrenalins auf das vegetative Nervensystem blieb 
bisher in unseren Betrachtungen unberiicksichtigt. Adrenalin wirkt be- 
kanntlich an allen Erfolgsorganen wie eine Sympathicusreizung, und 
zwar fallt dieser Sympathicotonus zeitlich mit dem zusammen, was wir 
als erste Adrenalinphase bezeichnet haben. In dieser Phase besteht eine 
Ca-Vermehrung und K- 
Verminderung, also eine 
Elektrolytverschiebung 
zugunsten des Ca, die 
nach Kraus u. Zondeck (19) 
wie eine Sympathicus- 
reizung wirkt. Es ist frag- 
lich, ob eine Sympathi- 
cusreizung eine gleich- / 
zitige  Vaguserregung : / 
ausschlieBt (Hppinger und i = apaes z * 

















Hess), ob also Adrenalin Sey ger’ 
lediglich eine Affinitat Der al 
zum Sympathicus zeigt. : Abb. 2. 


Kolm und _ Pick (20) 
konnten am Froschherzen nachweisen, da Adrenalin bei Ca-Mangel 
wie eine Vagusreizung wirkt; T'urolt(21) kam bei Uterusversuchen zu 
ahnlichen Resultaten. Wenn wir die Bedeutung der Elektrolyt- 
kombination fiir die Wirkungsentfaltung sympathischer und parasympa- 
thischer Reize (Kraus, Zondeck) anerkennen, so fallen auch die méglichen 
Einwande gegen die Theorie Dresels (22), der im Gegensatz zu Eppinger 
und Hess keinen Antagonismus, sondern einen Synergismus zwischen 
Vagus und Sympathicus annimmt. Nehmen wir in Ubereinstimmung 
mit Dresel eine gleichzeitige sympathische und parasympathische Reizung 
durch Adrenalin an, so kénnen wir durch die Ca-Vermehrung und K-Ver- 
minderung in der ersten Adrenalinphase erklaren, warum an den Erfolgs- 
organen nur die Sympathicusreizung zum Ausdruck kommt. Dann miissen 
wir aber auch fiir die zweite Adrenalinphase, die durch K-Vermehrung 
und Ca-Verminderung im Blute gekennzeichnet ist, eine Vagotonie postu- 
lieren. In den spiteren Betrachtungen wollen wir auf diese Frage zuriick- 
kommen. 

Bringen wir die verschiedenen Wirkungen des Adrenalins — 
soweit sie experimentell sichergestellt sind — unter Beriicksichtigung 
ihres zweiphasischen Ablaufes in ein Schema, so werden wir auf inter- 


essante Zusammenhinge aufmerksam. Ubersehen wir namlich die 
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Adrenalinsymptome der ersten (azidotischen) Phase, so erkennen \ i 
in ihnen mit einer Einschrinkung die Symptome der floriden Rachitis 
Azidose, 
K-Verminderung im Blute, 
P-Verminderung im Blute, 
Hyperglykimie, 
vermehrte Saureausscheidung mit dem Harn, 
Stoffwechselverlangsamung. 


Da8B bei der Rachitis die absolute Ca-Vermehrung fehlt, erklir: 
sich aus der negativen Ca-Bilanz. Das aktive Ca muB jedoch nach der 
von Gyérgy erweiterten Formel von Rona und Takahashi 

siamo H k 
” HCO; HPO; 
vermehrt sein, da im Rachitikerblute der Faktor HPO, vermindert 
und H’, allerdings in engen Grenzen, vermehrt ist. 

Die zweite (alkalotische) Phase zeigt uns in iiberraschender Voll- 
stindigkeit alle bisher festgestellten chemisch-physikalischen Symptome 
der manifesten Tetanie: 

Alkalose, 

Ca-Verminderung im Blute, 

K-Vermehrung im Blute, 

P-Vermehrung im Blute, 

Hypoglykamie, 

verminderte Siureausscheidung mit dem Harn, 
Stoffwechselbeschleunigung. 

Von verschiedenen Autoren wurde hervorgehoben, da8 bei der 
Tetanie auch vegetative Stérungen im Sinne eines parasympathischen 
Erregungszustandes vorliegen (Behrendt und Kahn, Baumer und Schéfer). 
Diese Beobachtungen sprechen bei der weitgehenden Ubereinstimmung 
zwischen der Tetanie und der zweiten Adrenalinphase dafir, dab 
auch bei dieser eine Vagotonie besteht. Ein exakter Beweis dafiir 
steht jedoch noch aus. 

Es gelang uns also zu zeigen, da unter der Einwirkung des Adre- 
nalins im Organismus Verinderungen auftreten, die in ihrem zwei- 
phasischen Ablauf — gleichsam auf einen kurzen Zeitraum zusammen- 
gedringt — mit den bei Rachitis und Tetanie gefundenen Veranderungen 
iibereinstimmen. Das scheinbare Paradoxon, da8 Rachitis und Tetanie 
eine nosologische Einheit darstellen, obwohl. beide Krankheiten dia- 
‘ metral entgegengesetzte Stoffwechselbefunde zeigen, wird so dem 
Verstindnis niahergeriickt. 

Weiterhin konnte gezeigt werden, da8 das Adrenalin in seiner 
Endwirkung den Gehalt des Blutes an anorganischen Phosphaten 





erhoht. 
auch fi 
werden 
auch be 


1) 

§. 422. 

Zeitsehi 
Path. u 
6) Hou 
1) Kra 
und Gu 
daselbs 
11) Fre 
Hoppe: 
und Le 
biol. Cl 
u. Pha 
117, 1¢ 
S. 131¢ 
19) Zo 
Pfliige: 
Gynak 
22, 1, 

— 24) 
of bic! 


klart 


| der 


Zweiphasische Wirkung des Adrenalins. 417 


erhoht. Eine gleiche Wirkung konnte, wie Versuch 12 bis 17 zeigen, 
auch fiir das Pituglandol, Ovoglandol und Thymoglandol nachgewiesen 
werden. Andeutungen fiir eine zweiphasische Wirkung fanden sich 
auch bei diesen Praparaten. 
Literatur. 
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Experimenteller Teil. 





Phosphate Kalk 
mg+Proz. mg-Proz. 
Versuch 1. Schw. K., 26 Jahre. 
| Blutentnahme 3,4 10,3 
916 || Adrenalin 1,0 subkutan ‘ — — 
10 05 Blutentnahme 3,6 13,9 
1 00 | 45 11,3 
Versuch 2. Fri. Sch., 19 Jahre. 
9h48’ || Blutentnahme | 36 10,9 
950 Adrenalin 0,9 subkutan ...)| — — 
10 00 Blutentnahme 2,8 11,9 
10 50 |) te 2,4 11,7 
12 40 || ‘ 44 9,7 
Versuch 3. H.G., 9 Jahre. 
11h35’ || Blutentnahme 6,4 11,1 
11 36 || Adrenalin 0,5 intravenés. . . — — 
11 50 | Blutentnahme | 48 | 108 
110 | Be aes is eo as > i ) Me 
Versuch 4. Fri. K., 20 Jahre. 
10h45’ | Blutentnahme 32: .} °303 
10 45 | Adrenalin 0,6 intravenos. . . — 


11 00 | Blutentnahme 20 | 103 
1 10 3,6 12.3 
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| Phosphate | 
mgPecs. # 


Versuch 5. H.Z., 10 Jabed: 
4h20’ | Blutentmahme ......... ae 10,2 

25 | Adrenalin 0,4 subkutan .... | — 
Blutentnahme ........ 











n Wh, tue ee ee eee ee. | 

Versuch 6. F.Z., 9 Jahre. 
4h25’ | Blutentnahme........ | 5,0 11,5 
4 30 Adrenalin 0,6 subkutan .../| — — 
Blutentnahme....... . i 












Versuch 7. A.K., 12 Jahre. 
920’ | Blutentnahme........i 32 =| 10,7 
9 22 Adrenalin 0,6 subkutan .. , | — | — 
Blutentnahme ......4.4.. 


ee, es ct a ee ee ee 


Versuch 8. M.S., 13 Jahre. 









9h40’ | Blutentnahme........ Bee * ae eae 
9 45 Adrenalin 0,6 subkutan .. . | — — 
955  Blutentnahme........ |} 24 | 92 
ll 45 | ye a ren aaah 32 | 94 
4 40 Sa EE ee ae eet ae eae 
Versuch 9. J.Sch., 12 Jahre. 
9h48’' |. Blutentnahme........ | 2,6 9,6 
951 | Adrenalin 0,6 subkutan ...)|) — | — 


| Blutentnahme 


6:00 fg ewe ERY 
Versuch 10. G.M., 9 Jahre. 









11h05’ | Blutentnahme........ || 4,4 10,} 
11 09 | Adrenalin 0,6 subkutan ...) — | — 
11 14 | Blutentnahme........ i 18 11,9 
11 25 | cei: RIES WS Lets 2,8 10,1 


ON a eg ghee 


















+ Versuch 11. O.H., 12 See, ‘ 
4 9h40’ || Blutentnahme........ ae 10,0 
4 9 43 | Adrenalin 0,6 subkutan ...) — —_ 
9 48 | Blutentnahme ........ |} 29 11,6 
10 30 | aS SRN Say er eRe! | 38 9,0 


1200 | OTANI 
Versuch 12. S.K., 12 Jahre. 








9h15’ || Blutentmahme ........ | 40 9,2 

916 || 1,0 Pituglandol subkutan |_| — nae 

935 | Blutentushme. ....... | 32 | 100 
| 







11 30 


BE oo a aa ee i OR wg 






Versuch 13. A.L., 
10b07' || Blutentmahme ......... | 40 = 
10 08 | 0,1 Pituglandol subkutan .. | — —_ 
10 20 | Blutentnahme........ 3,4 — 


TD BS eS ee es | 54 
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Phosphate Kalk 
mg*Proz. mg-Proz. 


Versuch 14. H.S., 10 Jahre. 


| Blutentnahme 3,6 
0,1 Pituglandol subkutan . . co 
Blutentnahme | 4,0 

| 46 


” 


Versuch 15. H.G., 9 Jahre. 


| Blutentnahme 5.2 
| 1,0 Ovoglandol subkutan . . — 
| Blutentnahme 5,8 

52 
5,6 
Versuch 16. L.Sch., 7 Jahre. 

|| Blutentnahme 4,8 
| 1,0 Ovoglandol subkutan . . =o 
| Blutentnahme 5,6 

5,8 
Versuch 17. H.Sch., 11 Jahre. 
|| Blutentnahme 


| 1,0 Thymoglandol subkutan . 
| Bhutentnahme 











Uber die in vitro 
auftretenden Veriinderungen im Zuckergehalte des Blutserums. 


Von 
A. Stasiak. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 
(Eingegangen am 20. Juni 1923.) 


Es gehért unter die schon linger bekannten Erscheinungen, daf 
der Zuckergehalt des Blutes in vitro Veriinderungen unterworfen ist. 


Teilweise solche Beobachtungen gaben AnlaB zur Annahme des ,,sucre 
virtuel’’ Lépines (1), der fand, daB der Zuckergehalt des Blutes zunahm, 
wenn er dasselbe 1 Stunde lang auf 58°C erwarmte; allerdings fiihrt er 
diese Ersche:nung auf die Zerstérung des glykolytischen Ferments zuriick. 
Neuerdings zeigten die Untersuchungen Kornings (2), da8 Blutproben, 
welche 3 bis 4 Stunden im Brutschrank gehalten sind, erst eine Senkung, 
dann eine Steigerung des Zuckergehaltes aufweisen. Doch nach Inakti- 
vierung der Blutproben (1 Stunde bei 58° C) fand er den Zucker unverandert, 
so da er diese Erscheinung auf eine Fermentwirkung zuriickfiihrt. AuBer- 
dem soll dieses Verhalten nur das Gesamtblut, nicht aber das Serum auf- 
weisen. Doch sind uns ausfiihrliche Untersuchungen bekannt, welche 
die Variabilitat im Zuckergehalte des Serums erweisen. Ausfiihrliche, in 
der Richtung angelegte Untersuchungen stammen von Léwy (3). Er unter- 
suchte das mdglichst steril gehaltene, zentrifugierte, teilweise aber auch 
das durch Stehen gewonnene Serum verschiedener Kranken. Er bestimmte 
den Zuckergehalt des nativen und des inaktivierten (1 Stunde 56° C) Serums 
sogleich und dann nach 24stiindigem Verweilen im Brutschrank bei 37° C. 
Der Serumzucker zeigte ein sehr abwechslungsvolles Verhalten. Teilweise 
findet Léwy eine Zunahme des Zuckers nach der Inaktivierung, und dieses 
Verhalten meint er hauptsiichlich bei akuten Krankheiten feststellen zu 
kénnen. Hingegen verursacht die Inaktivierung eine Verminderung des 
Zuckergehaltes bei chronischen Erkrankungen. Doch ist der nach der 
Inaktivierung erhaltene Zuckerwert kein endgiiltiger, er kann durch Stehen 
bei 37°C noch weitere Veriinderungen erfahren, so eine Zunahme, wie 
auch eine Abnahme. Als Ursache dieser Verinderungen nimmt Léwy 
eine chemische Bindung zwischen EiweiB- und Kohlehydratkérpern an, 
deren Lésung oder neuere Bindung das Schwanken des Serumzuckers 
zur Folge hat. 
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Ich stellte nun ahnliche Untersuchungen an, einesteils bei normalen 
Individuen, anderenteils bei verschiedenen Kranken. Das Blut wurde 
aus der Cubitalvene in ein steriles Zentrifugenréhrchen mittels Punktion 
enthommen; dann zentrifugiert. Wihrend des weiteren Verfahrens 
wurde stets auf méglichst steriles Arbeiten geachtet. In einem Teile 
des Serums wurde sofort die Zuckerbestimmung nach Bangs (4) Mikro- 
methode in der Ernst-Weissschen (5) Modifikation ausgefiihrt; ein 
anderer Teil des Serums wurde inaktiviert (1 Stunde bei 56°C) und nach- 
her darin der Zucker bestimmt. Sowohl das native wie das inaktivierte 
Serum wurde etwa 24 Stunden im Brutschrank bei 37°C gehalten, 
wobei zur Verhiitung der Verdunstung die Sera in einer Art feuchten 
Kammer standen, und dann wiederholten Zuckerbestimmungen unter- 
worfen. 

Zwecks Raumersparnis will ich von einer detaillierten Wiedergabe 
meiner Ergebnisse Abstand nehmen und nur deren kurze Zusammen- 


f fassung mitteilen. 


Zunachst wurden acht gesunde Individuen untersucht; der Zucker- 
gehalt der nativen Sera betrug 0,077 bis 0,106°%, fiir 100 mg Serum 
berechnet. Nach dem Inaktivieren und weiterem 24stiindigen Stehen 
bei Brutschranktemperatur erhieit ich verschiedene Zuckerwerte. 
Meistens vermindert sich der Zuckergehalt nach dem Inaktivieren, 
indem er z. B. von 0,090 auf 0,069% fallt, in zwei Fallen nimmt er 
zu, Z, B. von 0,089 auf 0,105 %, in anderen zwei bleibt er unverandert. 
Nach 24 Stunden zeigt der Zuckerwert weitere Verainderungen, indem 
er manchmal zu-, ein anderes Mal abnimmt. Wenn wir die Differenz 
berechnen zwischen dem gefundenen héchsten und niedrigsten Zucker- 
wert je eines Serums, so bekommen wir die Menge jenes Zuckers, 
welcher in Lésung bzw. in Bindung treten kann und finden den zwischen 
0,026 bis 0,053 schwanken. 

Schon diese Befunde bei Normalen schienen gegen Léwys (3) 
Annahme zu sprechen, der glaubt, feststellen zu kénnen, da® Sera akut 
Erkrankter eine Zunahme, die chronisch Erkrankter eine Abnahme 
des Zuckergehaltes nach dem Inaktivieren zeigen. 

Noch deutlicher sprechen gegen diese Annahme Untersuchungen, 
welche an Seris verschiedener Kranken angestellt wurden. 

Es kamen 25 verschiedene Kranke zur Untersuchung, und es fand 
sich, daB Sera sowohl akut, als chronisch Erkrankter nach dem In- 
aktivieren abwechselnd eine Zu- oder Abnahme zeigen k6énnen, einige- 
mal auch unverandert bleiben kénnen, ganz ahnlich wie bei gesunden 
Individuen. Der Zuckergehalt ist waihrend der nachsten 24 Stunden 
noch betrichtlichen Schwankungen unterworfen. Die nach oben an- 
gegebener Weise berechnete Differenz betrigt vom niedrigsten Werte 
0,012 bis 0,117. Als Beispiel seien einige Fille tabellarisch angefiihrt : 
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Nr. | Krankheit | Serum nativ Serum inaktiv | 379C | Differenz 


| 
| 
| 
| 
| 


4 |Morbus Basedowi 0,174 0,212 i 0.117 
0241 | 0,291 24h aes 
5 | Nephritis chron. 0,100 | 0,113 0.020 
0,120 | 0,102 _ be Sapo 
6 | Scarlatina, Fieber 38° . , 0,104 0,125 i 0.021 
0,108 | 0,125 pe ea 
13 | Lupus nasi 0.114 | 0,035 
| o110 | 002 | % | 9088 
18 Pneumonia croupposa, 0,100 | 0,090 0.016 
| Temperatur 38° ... . —. tt ones we 
21 | Stenosis aortae 0,089 


0,090 
0,115 


0140 | 24 | %051 


SchlieBlich wurden auch drei Diabetes mellitus-Falle untersucht: 
hier gab die Differenz die Werte 0,082 bis 0,087. 

Die Differenzwerte geben jedenfalls die Menge jenes Teiles des 
Serumzuckers, der in gebundener Form im Serum anwesend sein kann, 
und auf verschiedene Einwirkungen, wie z. B. bei Erwarmen auf 56° (, 
oder bloB bei 24stiindigem Verweilen im Brutschrank, aus diesen 
Bindungen austreten bzw. wieder in dieselben eingehen kann. 

Man kénnte annehmen, daf die Menge dieses Zuckers abhingig 
ist von der Menge des praformierten Serumzuckers, welchen wir mit der 
sofortigen Bestimmung im nativen Serum finden. Doch bei Betrach- 
tung der Untersuchungsergebnisse findet man, daB die Menge dieses 
Zuckers unabhangig ist vom Zuckergehalt des nativen Serums, da so 
Falle mit Hyperglykamie (wie z. B. in der Tabelle Nr. 4, die Diabetes. 
fille, deren praformierter Zucker 0,160, 0,280 und 0,300°% war), wie 
auch solche mit normalen oder gar hypoglykimischen Zuckerwerten 
(z. B. Lues: praformierter Zucker 0,083°%, die berechnete Differenz 
0,080) groBe gebundene Zuckermengen zeigen kénnen. Hingegen 
kénnen kleinere Mengen dieses Zuckers vorkommen auch bei hohen 
Zuckerwerten, z. B. Spondylitis: priformierter Zucker 0,134 %, Differenz 
0,026. 

Was nun die wirksamen Momente anbelangt, die an der Mobi- 
lisierung bzw. Bindung des Serumzuckers teilnehmen kénnten, wire 
in erster Reihe an die Produkte innersekretorischer Organe zu denken. 
Ich wollte zunichst die Nebenniere, Schilddriise und Hypophyse in 
Betracht nehmen. Deswegen mischte ich zu Seris Adrenalin, Schild- 
driisen- und Hypophysenextrakt (simtliche bezog ich aus der Richter- 
schen Fabrik Chinoin-Ujpest) und brachte sie unter dieselben Be- 
dingungen, wie die Sera in den vorhergehenden Untersuchungen. 
Parallel wurde der Zuckergehalt derselben Sera bestimmt ohne Zusatz 
der obengenannten Extrakte. Als Kontrollversuch wurde eine 0,1 proz. 
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sterile Dextroselésung mit derselben Menge der Extrakte in den Brut- 
schrank gestellt. Doch fielen diese Versuche negativ aus, keines der 
Sera zeigte mit Zusatz der Organextrakte ein abweichendes Verhalten 
im Zuckergehalt. Die reine Dextroselésung blieb auch unverindert. 

Nach diesen negativen Ergebnissen dachte ich daran, ob die Ur- 
sache des variablen Zuckergehaltes nicht im Serum selbst als kolloide 
Lésung zu suchen ist. In diese Richtung zeigten auch die Versuche, 
welche ich mit Rinderserum anstellte, zu welchem ich etwa 0,1% 
Dextrose zusetzte. Diese Serum-Dextrosegemische zeigten, gerade 
so einen variablen Zuckergehalt wie die Sera vorhergehender Versuche. 
Es wurden neun Versuche angestellt; dreimal blieb der Zuckergehalt 
unverandert, d. h. die Differenz war 0,002 bis 0,007, blieb also inner- 
halb der Grenzen des Versuchsfehlers, in den tibrigen war die Menge 
des in Bindung bzw. in Lésung tretenden Zuckers 0,015 bis 0,052. 

Um den Weg zur Erklarung der Variabilitit des Serumzuckers 
zu finden, verfolgte ich nachstehenden Gedankengang. Das Serum 
stellt eine Lésung verschiedener Kolloide dar. Die groBe Oberflache 
derselben macht diese Kolloide zum Sehauplatz verschiedener Ad- 
sorptionserscheinungen. Es schien mir méglich, daB die verschiedenen 
Serumkolloide EiweiBstoffe, wie Albumin und Globulin, vielleicht 
auch das Cholesterin und Lecithin in eine Adsorption mit dem Zucker 
eingehen kénnen, und ihre verschiedenen kolloiden Zustandsanderungen, 
welche durch das Stehen oder Erwirmen verursacht werden kénnen, 
auch die Adsorption verschieden beeinflussen. 

Ich stellte nun Versuche an, indem ich zu Globulin-, Albumin-, 
Cholesterin- und Lecithinlésungen etwa 0,1 °% Dextrose mischte. Diese 
Mischungen unterwarf ich ahnlichen Bedingungen wie in den vorher- 
gehenden Versuchen die Sera und bestimmte ihren Zuckergehalt. 

Es stellte sich nun heraus, daf die Mischung einer 2,8 proz. Globulin- 
lésung!) mit etwa 0,1°% Dextrosezusatz einen variablen Zuckergehalt 
aufweist, und zwar ist der Zuckergehalt der sofort untersuchten Mischung 
stets niedriger, als er der zugesetzten Dextrosemenge nach sein miiBte, 
und erst nach 24 Stunden erreicht der Zuckerwert den dem zugesetzten 
Zucker entsprechenden Wert. Im Anfang scheint also das Globulin 
einen Teil des zugesetzten Zuckers zu adsorbieren, und wahrend des 
Stehens bei Brutschranktemperatur geht dieser gebundene Zucker 
wieder in Lésung. Die Menge dieses Zuckers war 0,020 bis 0,049. 
DaB die Zunahme des Zuckergehaltes nicht von den im Globulin 
eventuell vorhandenen Kohlehydratgruppen herriihren kann, konnte 


1) Sowohl Globulin wie auch Albumin wurde aus Rinderserum durch 
Fallung mit Ammonsulfat und nachheriger Dialysierung dargestellt. Das 
so gewonnene Eiwei8 wurde eingetrocknet und aus diesem die jeweilig 
notwendigen Lésungen dargestellt. 
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ich so beweisen, daB der Reduktionswert der unter ahnlichen Bedin. 
gungen gehaltenen reinen 2,8proz. Globulinlésung unverandert 0,()|s 
blieb. 

Ahnliche Erscheinungen sind uns aus der Kolloidchemie anorya. 
nischer Sole bekannt und werden als Adsorptionsriickgang (6) benannt, 
welch letzterer auf die mit der Zeit eintretende Vergréberung der 
kolloiden Teilchen zuriickzufiihren ist. Diese Erklarung lieBe sich 
auf eine Globulinlésung leicht anwenden, da ja die Tendenz zur spon. 
tanen Ausflockung bzw. Djispersitatsverringerung der Serumeiweif- 
kérper, besonders der Globuline, bekannt ist. Diese Dispersitiatsver- 
ringerung kann auch einen Riickgang der Adsorption nach sich ziehen 

Denselben Versuch fiihrte ich aus mit einer 3proz. Albumin- 
lésung, der 0,1 °% Dextrose zugesetzt war. Doch dieses Gemisch zeigte 
bei gleichen Bedingungen wie die Globulinlésung einen konstanten 
Zuckergehalt, entsprechend der zugesetzten Dextrosemenge. 

Ahnlich ‘wurde mit einer Mischung von 0,1% Cholesterin 
0,1% Dextrose verfahren. Die Herstellung der Cholesterin- und der 
spaiteren Lecithinsuspension geschah nach Porges und Neubauer (7) 
Die Cholesterin-Dextrosemischung zeigte einen variablen Zucker- 
gehalt, doch im Unterschiede zur Globulinlésung zeigte die sofort 
untersuchte Mischung den Zuckergehalt der zugesetzten Dextrose- 
menge entsprechend, welcher sich aber nach 24 Stunden stets ver- 
minderte. Die auf iibliche Weise berechnete Differenz betrug 0,015 
bis 0,045. 

Es scheint mir von besonderem Interesse, daB eine 0,1 proz. Lecithin- 
+ 0,lproz. Dextroselésung keine Veranderung in ihrem Zuckergehalt 
aufwies, welcher Befund gegen die in der Literatur des Blutzuckers 
des 6fteren wiederkehrende Annahme einer Lecithin-Zuckerverbindung 
zu sprechen scheint. 

Nebenbei sei bemerkt, daB, da nach den Angaben Rosenfhals (8) 
reine Zuckerlésungen wihrend des Stehens an der Luft eine Verringerung 
ihres Zuckergehaltes erfahren, bei meinen Versuchen des 6fteren auch 
reine, sterile Dextroselésungen (0,1 proz.) im Brutschrank gehalten 
wurden, doch fand ich deren Zuckergehalt binnen 24 Stunden immer 
konstant. 


Zusammenfassung. 
1. Das durch Zentrifugieren gewonnene Serum gesunder wie auch 
kranker Individuen zeigt wihrend des Stehens in vitro einen variablen 
Zuckergehalt; derselbe kann steigen oder sinken. 
2. Diese Verainderung im Zuckergehalt des Serums ist keine 
Fermentwirkung. Sie ist nicht zu beeinflussen durch Extrakte ver- 
schiedener innersekretorischer Organe. 
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3. Der variable Zuckergehalt scheint mit den kolloiden Zustands- 
anderungen einzelner Serumbestandteile im Zusammenhange zu sein, 
da sowohl Globulin-Dextrose- wie auch Cholesterin- Dextrosemischungen 
Veranderungen im Zuckergehalt aufweisen. Albumin-Dextrose- und 
Lecithin-Dextrosemischungen zeigen konstante Zuckerwerte. 


Literatur. 
1) Lépine, Le diabéte sucré, S. 64 und 66. Paris, Alean 1909. — 
2) Korning, ref. Ber. f. Physiol. u. exper. Pharmak. 9, 544, 1921. — 3) Léwy, 
Deutsch. Arch. f. klin. Med. 120, 1916. — 4) Bang, Mikromethoden zur 
Blutuntersuchung, 2. Aufl., 1920, S. 35. — 5) Ernst-Weiss, Wien. klin. 
Wochenschr. $4, 174, 1921. — 6) Freundlich, Kapillarchemie, 2. Aufl., 
1922, S. 622. — 7) Porges und Neubauer, diese Zeitschr. 7, 159, 1908. — 
8) Rosenthal, ebendaselbst 138, 469, 1922. 











Uber eine Reaktion 
des Harnstoffs mit p-Dimethylamidobenzaldehyd. II. 


Von 
H. K. Barrenscheen. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1923.) 


Reaktionen des Harnstoffs mit Aldehyden wurden erstmals von 
Hugo Schiff (1) beschrieben. 


In seinen grundlegenden Arbeiten ,,iiber kondensierte Harnstoffe“ 
hat Schiff diese Verbindungen in klassischer Weise dargelegt und spateren 
Forschungen blieb an seinen Feststellungen nur wenig mehr zu erginzen. 
Schiff selbst zog eine groBe Anzahl aliphatischer und aromatischer Aldehyde 
in den Kreis seiner Untersuchungen und zeigte, daB die Kondensation im 
allgemeinen so vor sich geht, daB zwei Molekiile Harnstoff mit einem Molekiil 
des Aldehyds unter Abspaltung des Carbonylsauerstoffs und zweier Amid- 
wasserstoffe reagieren. Solche Diureide wurden von Schiff dargestellt 
durch Kondensation von Harnstoff mit Valeraldehyd, Onanthaldehyd, 
Acrolein, Benzaldehyd, Nitrobenzaldehyd, Anisaldehyd, Salicylaldehyd, 
Zimtaldehyd, Cuminol. Eine Ausnahme von dieser typischen Diureid- 
bildung machen der Formaldehyd und Acetaldehyd, die nur mit je einem 
Molekiil Harnstoff reagieren. Diese Kondensationen vollziehen sich simtlich 
mit groBer Leichtigkeit schon bei Zimmertemperatur oder bei Siedetempe- 
ratur des Alkohols. Zusatz einiger Tropfen verdiinnter Saure beschleunigt 
sie. Durch entsprechende Variation der Versuchsbedingungen gelangte 
Schiff auch zu héheren Kondensationsprodukten, Tri- und Tetraureiden usw. 


+ 
Diese Polyureide von der allgemeinen Formel nU + (n-1) A — (n-1) H,O 


+ 

(U = Harnstoff, A = Aldehyd) zerfallen simtlich ebenso wie die Diureide 
bei langerem Erhitzen mit Wasser oder wisserigem Alkohol in ihre Kom- 
ponenten. Gegenwart von geringen Mengen Alkali oder Saéure beschleunigt 
die Zersetzung. 


Praktische Bedeutung fiir den Nachweis des Harnstoffs haben 
von diesen Reaktionen bisher zwei erlangt: Die von Schiff (2) an- 
gegebene Farbreaktion mit Furfurol und die von Liidy (3) ausgearbeitete 
Kondensation mit o-Nitrobenzaldehyd. 
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DaB die in einer friiheren Mitteilung mit Weltmann (4) erstmals 
beschriebene Farbreaktion des Harnstoffs mit dem Fhrlichschen 
Aldehydreagens — einer salzsauren Lésung von p-Dimethylamido- 
benzaldehyd — auf einer analogen Kondensation beruhen miisse, 
war von vornherein anzunehmen. Im Verlaufe der Untersuchungen 
ergaben sich jedoch bald einige bemerkenswerte Unterschiede gegen- 
iiber den sonst beobachteten Reaktionen des Harnstoffs mit aroma- 
tischen Aldehyden. Wiahrend gerade aromatische Aldehyde mit gréBter 
Leichtigkeit reagieren, konnte hier die Kondensation weder durch 
stundenlanges Erhitzen mit Alkohol auf dem Wasserbade noch im 
EinschluBrohr erzwungen werden. SchlieBlich gelang die Kondensation 
durch Eintragen von fein gepulvertem trockenen Aldehyd in ge- 
schmolzenen Harnstoff. Die Ausbeute war aber derart schlecht, dab 
dieser Weg fiir eine praparative Darstellung wieder verlassen wurde, 
abgesehen von den Schwierigkeiten, welche die Trennung von den 
Kondensationsprodukten des Aldehyds mit unvermeidlichen Zer- 
setzungsprodukten des Harnstoffs bereitete. VerhiltnismaBig leicht 
gelang es jedoch, das Ureid in reinem Zustande iiber die einfach dar- 
zustellende salzsaure bzw. schwefelsaure Verbindung zu erhalten. 
Von den bisher dargestellten Verbindungen des Harnstoffs mit aroma- 
tischen Aldehyden unterscheidet sich das neue Ureid prinzipiell dadurch, 
da8 nur ein Molekiil Harnstoff mit einem Molekiil des Aldehyds zu 
einem Monoureid, dem p-Dimethylamidobenzylidenmonoureid zu- 
sammentritt. Bei eigens darauf gerichteten Versuchen, den von Schiff 
dargestellten Polyureiden analoge Verbindungen zu erhalten, gelang 
es niemals, héhere Kondensationsprodukte zu bekommen. Dieses 
von der Regel abweichende Verhalten diirfte zwanglos durch den 
basischen Charakter beider Reaktionskomponenten erklairt werden, 
der auch die auSerordentlich leichte Zersetzlichkeit der Verbindung 
durch die geringfiigigsten Einwirkungen begreiflich macht. Das dar- 
gestellte p-Dimethylamidobenzylidenmonoureid, N(CH,),.C,H,.CH 
:N.CO.NH,, ist hell gelbgriin gefarbt, es bildet mit Saéuren durch 
direkte Addition Salze, der farbige Charakter tritt bei den verschiedenen 
Salzen noch starker hervor, die simtlich orangerot gefarbt sind und 
deren Lésungen in starker Verdiinnung noch deutliche Gelbgriin- 
firbung erkennen lassen. In ihrem Verhalten zeigen sie weitgehende 
Ahnlichkeit mit den zuerst von Hugo Weil (5) beschriebenen, von 
Mohlau (6) naher untersuchten Kondensationsprodukten des_p-Di- 
methylamidobenzaldehyds mit primaren aromatischen Aminen, die 
simtlich farbigen bzw. Farbstoffcharakter zeigen. Nach Moéhlau ver- 
danken diese monomolekularen, gut kristallisierenden Kondensations- 
produkte ihren farbigen Charakter der chromophoren Azomethingruppe 
.N:CH., deren beide freie Valenzen mit aromatischen Resten ver- 
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bunden sind. Sie lassen sich theoretisch aus den entsprechenden A/o. 
farbstoffen durch Ersatz eines Stickstoffs der Azogruppe durch (as 
gleichwertige Methin .CH: ableiten. Ihre Farbe ist schwacher als ic 
der entsprechenden Azokérper, sie sind zur Salzbildung befahigt wid 
werden durch Erhitzen ihrer wisserigen Lisungen, namentlich |e; 
Gegenwart verdiinnter Siuren, leicht in ihre Komponenten gespalten. 
Die von p-Dimethylamidobenzaldehyd dargestellten Azomethinfarb. 
stoffe sind gelb gefirbt. Die Farbstoffsalze sind simtlich orangerote 
bis leuchtend rote Kérper. Es ist naheliegend, auch den farbigen 
Charakter des dargestellten Ureids und seiner Salze auf die analoge 
Konstitution zuriickzufiihren. Mit den aromatischen Azomethin- 
verbindungen haben die neu dargestellten gefarbten Harnstoffverbin- 
dungen, von der Ubereinstimmung der Farbung abgesehen, noch 
gemeinsam, da sie ungemein leicht hydrolytisch gespalten werden. 
Diese hydrolytische Spaltung findet durch Wasser bereits bei Tem- 
peratur weit unter 100°, bei starkeren Verdiinnungen schon in der 
Kalte statt. Freie Saure begiinstigt sie, Natronlauge, nicht aber 
Ammoniak, zerlegt die Verbindung sofort in ihre Komponenten. Diese 
ungemeine Labilitat erschwert die Reindarstellung in unangenehmer 
Weise. 

AuBer vom Harnstoff wurden die entsprechenden Verbindungen 
des Monomethyl- und Monophenylharnstoffs dargestellt. In ihrer 
Farbe und Kristalljsa tion, sowie in ihren anderen Eigenschaften unter- 
scheiden sie sich nicht wesentlich von den Verbindungen des reinen 
Harnstoffs. Systematische Untersuchungen an anderen substituierten 
Harnstoffen und Harnstoffderivaten zeigten, daB die Kondensation 
unter Farbstoffbildung sich nur bei einfach substituierten Harnstoffen 
und bei Harnstoffabkémmlingen mit einer noch unbesetzten N H,- 
Gruppe findet. Purinderivate lassen sie durchweg vermissen, ebenso 
einfache Siureamide und fast ausnahmslos die untersuchten Amino- 
sauren. Ebenso wie Harnstoff ist der Thioharnstoff zur Kondensation 
befaihigt, doch konnte hier die entsprechende Verbindung nicht analysen- 
rein erhalten werden. 

Die Reindarstellung der gefirbten Harnstoffverbindungen legte 
auch Versuche nahe, die Reaktion zu einer exakten quantitativen 
kolorimetrischen Methode auszugestalten. Die wenig angenehmen 
Eigenschaften der Verbindungen, speziell die leichte hydrolytische 
Spaltbarkeit und die fast vollkommene Dissoziation der Farbsalze 
bei stirkerer Verdiinnung erweckten von vornherein wenig Hoffnung 
auf ein Gelingen. Tatsiachlich konnte auch bisher durch verschiedene 
Variation der Versuchsbedingungen kein Weg gefunden werden, der 
zu einer befriedigenden Lésung dieser praktisch wichtigen Frage gefiihrt 
hatte. 
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Experimenteller Teil. 


I. 
p-Dimethylamidobenzylidenmonoureid, 
N(CH;),.C,H,.CH:N.CO.NH,. 

Zur Darstellung wurden 1,2 g, entsprechend 2 Mol., aus Alkohol um- 
kristallisierter Harnstoff am Olbad vorsichtig geschmolzen und in die 
Schmelze 1,5 g (1 Mol.) fein gepulverter, trockner Aldehyd eingetragen. 
Es findet sofortige Reaktion unter Gelbfarbung und Erstarren der Masse 
statt. Die erstarrte Schmelze wird griindlich mit Wasser verrieben, ab- 
gesaugt, mit Wasser, Alkohol, Ather gewaschen. Der schlieBlich zuriick- 
bleibende Riickstand besteht mikroskopisch aus feinsten Nadeln, die Aus- 
beute ist schlecht, auch erweist sich die Substanz nach der N-Bestimmung 
als nicht ganz rein. Leichter gelingt die Darstellung iiber die salzsaure 
bzw. schwefelsaure Verbindung (deren Darstellung s. unten). 

lg salzsaures bzw. schwefelsaures Ureid wird fein gepulvert und in 
kleinen Portionen in eine geringe Menge 10proz. Ammoniak eingetragen 
und sorgfaltig verrieben. Dabei schlagt die Farbe von Orange in Hellgelb 
um. Das Eintragen wird so lange fortgesetzt, bis die ganze Masse diinn- 
breiig ist, erst dann wird erneut Ammoniak zugesetzt. SchlieBlich wird 
abgesaugt und mit Wasser bis zur NH,-Freiheit gewaschen, wobei Verluste 
nicht zu vermeiden sind. Nachwaschen mit Alkohol und Ather zur Ent- 
fernung von freiem Aldehyd. Nach dem Trocknen im Vakuum schmilzt 
die Substanz unter Zersetzung und Braunfairbung unscharf zwischen 188 
bis 190° (n. k.). Bei weiterem Erhitzen geht die Farbung in ein schmutziges 
Griin tiber. Mikroskopisch besteht der K6rper aus Drusen feinster, an- 
scheinend monokliner Nadeln. Im kalten Wasser ist er schwer, im warmen 
Wasser leichter, mit hellgelber Farbe léslich. .Léslich in Alkohol, Aceton, 
schwerer in Chloroform, unléslich in Ather. Auf Saéurezusatz schlagt die 
gelbgriine Farbe augenblicklich in tiefes Orange um. 

N-Bestimmung: 3,299 mg, 0,649 ccm N, 18°, 739mm Hg. 

Berechnet fiir C,>H,,;N,0 21,99 Proz. 
CN a A es ee on 


Salzsaures p-Dimethylamidobenzylidenmonoureid, 
N(CH,),.C,H,.CH:N.CO.NH,.HCl. 


1,2g Aldehyd, entsprechend 1% Mol., werden in einem geringen 
Uberschu8 von 5proz. Salzsiure gelést und zu der filtrierten Lésung 1,2 g 
Harnstoff in 2ccm Wasser gelést zugesetzt. War zu wenig Salzsaure, 
so fallt beim Zusatz des Harnstoffs Aldehyd wieder aus. Die Lésung, deren 
Farbe orangerot mit einem Stich ins Griinliche ist, wird in einer Glasschale 
im Exsikkator im Vakuum eingedunstet. Nach kurzer Zeit beginnt am 
Rande Kristallisation, die rasch fortschreitet, namentlich, wenn man das 
Evakuieren unterbricht und mit dem Glasstab reibt. SchlieBlich erstarrt 
die Lésung zu einem Brei orangerot gefirbter Kristalle, die abgesaugt und — 
unter betrachtlichen Verlusten — mit Wasser, Alkohol und Ather gewaschen 
werden. Ausbeute rund 1g. Im Vakuum getrocknet, werden die Kristalle 
beim Erhitzen bei 171° mi®Bfarbig und schmelzen unter Zersetzung unscharf 
zwischen 196 bis 201° (n. k.). Mikroskopisch bestehen sie aus schénen, 
dem monoklinen System angehérenden Nadeln. Die Verbindung spaltet 
sich ungemein leicht hydrolytisch. Schon beim Versuch, aus Wasser um- 
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zukristallisieren, fallt der Aldehyd aus. Leichtes Erwarmen der Lésing 
bringt die gelbgriine Farbe, die an gesiittigte Pikrinsiurelésung erinnert, 
zum Verschwinden, beim Abkiithlen fallt der Aldehyd kristallinisch 
Zusatz von verdiinnter Salzsiure bringt unter Lésung des Aldehyds dic 
urspriingliche Farbung wieder zum Erscheinen. Starkere Saurekonzentrat ion 
fiihrt zu fast vollkommener Entfarbung. Léslich in Alkohol und Aceton. 
unléslich in Chloroform und Ather. Durch vorsichtiges Behandeln mit 
NH, erhalt man das freie Ureid (s. oben). 

N-Bestimmung: 2,53 mg, 0,416 cem N,, 25°, 251 mm Hg. 

Cl-Bestimmung: 06,2525 g, 0,1595 g AgCl. 

Berechnet tere. HCl. . . N 18,46 Proz. Cl: 15,58 Proz. 

Gefunden .. . 2 chee Oe S, Cl 15,63 _,, 


Schwefelsaures p-Dimethylamidobenzylidenmonoureid, 
N(CH;),.C,H,.CH:N.CO.NH,.H,SO,. 

Darstellung analog der salzsauren Verbindung unter Verwendung 
5proz. Schwefelsiure. Die Kristallisation erfolgt hier langsamer, die Kri- 
stalle selbst sind leuchtend orangerot gefirbt. Schmelzpunkt unscharf 
unter Zersetzung. Die hydrolytische Spaltbarkeit ist nicht so ausgepriigt 
wie bei der salzsauren Verbindung. Die Lésung reagiert schwach kongosauer. 
Im iibrigen sind die Eigenschaften die gleichen wie die des salzsauren Ureids. 
Verwendung von konzentrierterer Saure — etwa 20proz. — verhindert 
ebenso wie konzentrierte Salzsiure die Kondensation. 

N-Bestimmung: 2,598 mg, 0,330 cem N,, 25°, 744mm Hg. 

H,S80,-Bestimmung: 06,5059 g, 0,4077 BaSO,. 

Berechnet fiir CreHasN iste H,SO, . N 14,53 Proz., H,SO, 33,92 Proz. 
Gefunden .... «20. is ee ee 4s H,S0O, 33,86 ,, 


Salpetersaures p-Dimethylamidobenzylidenmonomethylureid, 
N(CH,),.C,H,CH:N.CO.NH(CH,).HNO,. 

1,85 g salpetersaurer Monomethylharnstoff!) — entsprechend | g 
Harnstoff — werden mit 1,25g Aldehyd, entsprechend 4% Mol., in verdiinnter 
Salpetersiure gelést und die Lésung im Vakuum eingeengt. Nach kurzer 
Zeit beginnt die Abscheidung von orangefarbenen derben Kristallen, dic 
sich beim Stehen iiber Nacht betriachtlich vermehren. Nach dem Absaugen 
und Waschen im Vakuum getrocknet. Derbe, anscheinend rhomboedrische, 
orange gefarbte Kristalle, die unter Zersetzung zwischen 165 und 169° 
schmelzen. Léslichkeit wie bei den nichtsubstituierten Verbindungen. 
AuBer dieser Fraktion wird noch aus der Mutterlauge eine zweite Kristalli- 
sation von feinen, gelben Nadein erhalten, die nach den Analysen und dem 
niedrigen Schmelzpunkt neben dem Ureid noch reichlich nichtkondensierten 
Aldehyd enthialt. 

N-Bestimmung: 3,119 mg, 0,5733 com N,, 27°, 747mm Hg. 

Berechnet fiir SBN se HNO, . . N 20,81 Proz. 
Gefunden ie aie ROOD. ion 


1) Herrn Prof. Fromm spreche ich auch an dieser Stelle fiir die Uber. 
lassung des Monomethylharnstoffs und Monophenylharnstoffs aus seiner 
Privatsammlung meinen Dank aus. 
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Salzsaures p-Dimethylamidobenzylidenmonophenylureid, 
N(CH,),.C,H,.CH:N.CO.NH(C,H,). HCL 

1g Phenylharnstoff und 0,5g Aldehyd werden in 50cem Alkohol 
gelost und in die Lésung unter Eiskiihlung trockener Chlorwasserstoff 
eingeleitet. Dabei schlagt die Farbe der Lésung in Orangerot um. Beim 
langsamen Eindunsten scheiden sich aus ihr prachtvoll glanzende orange 
gefarbte monokline Kristalle ab, die nach dem Absaugen und Trocknen 
bei 206° unter Zersetzung schmelzen. ; 

N-Bestimmung: 3,095 mg, 0,378 cem N,, 24°, 748mm Hg. 

HCl-Bestimmung: 0,1937g verbrauchen 6.36cem n/10 AgNO, 
(Titration nach Volhard). 

Berechnet fiir C,,H,,N,0.HCl. . N 13,84 Proz., HCl 12,01 Proz. 

y 13,82 ,, HCI 11,98 ,, 

Auch vom Thioharnstoff konnte in salzsaurer Lésung auf die 
gleiche Weise eine orange gefarbte kristallisierte Verbindung erhalten 
werden. Die Unmdglichkeit der Umkristallisation und die ungiinstigen 
Léslichkeitsverhaltnisse des Thioharnstoffs fiihrten jedoch zu keinem 
analysenreinen Produkte — die Stickstoffwerte lagen stets 1] Proz. 
zu hoch —, so daB auf dieses Thioureid nicht naher eingegangen werden 
soll. Bemerkenswert ist, daB bei dem Versuche der Chlorbestimmung 
nach Volhard in salpetersaurer Lésung neben dem Chlor der gesamte 
Thioharnstoff als Silberverbindung niedergeschlagen wird‘). 


Il. 

Die mit Harnstoff und Thioharnstoff, sowie mit einfach alkylierten 
Harnstoffen erhaltenen Farbungen legten den Gedanken nahe, die 
Reaktion zum einfachen Nachweis der Gruppe .CO.NH, bzw. .CS.NH, 
heranziehen zu kénnen. Darauf gerichtete systematische Untersuchungen 
ergaben jedoch kein eindeutiges Resultat. Bei einfachen Saureamiden, 
wie dem Formamid und Acetamid, tritt keinerlei Farbreaktion mit 
dem Ehrlichschen Aldehyd auf. Auch bei monosubstituierten Harn- 
stoffen mit langerer Kette, wie dem a-Bromdiithylharnsteff (Adalin) 
und dem «-Brom- und «-Jodisovalerylharnstoff (Bromural bzw. Jodival), 
sowie bei dem asymmetrischen Dimethylharnstoff wird eine Konden- 
sation unter Farbbildung vermift. Positive, allerdings schwachere 
Gelbgriinfarbung als Harnstoff zeigen das Biuret und Allantoin. Auch 
der von Fromm und Honold (7) erstmals aus Athylenchlorhydrin und 
Natriumcyanamid dargestellte, von mir mit Frieder naher untersuchte 
ringférmige Athylenpseudoharnstoff zeigt ausgesprochene gelbe Farb- 
reaktion. Symmetrische disubstituierte Harnsteffe und Saureureide, 
wie die Parabansiure und die Barbitursiure geben, wie zu erwarten 
war, keine mit Farbung einhergehende Kondensation. Ebenso lassen 


1) Herrn Dr. Paul Fantl und Herrn Dr. Adolf Friedrich bin ich fiir die 
Unterstiitzung bei der Ausfiihrung der Mikroanalysen zu Dank verpflichtet. 
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samtliche untersuchten Purin- und Guanidinabkémmlinge: Harnsiure. 
Xanthin, Hypoxanthin, Guanin, Sarkosin, Alloxan, Alloxanthin. 
Guanidin, Kreatin, Kreatinin die Farbbildung mit dem Aldehyd ver. 
missen. Von Aminosiuren geben Glykokoll und Alanin eine eben an- 
gedeutete Gelbfarbung, alle iibrigen untersuchten Aminosiuren: 
Leucin, Phenylalanin, Tyrosin, Cystin, Asparaginsiure und Glutamin- 
siure ergeben ein negatives Resultat. Asparagin und Glutamin dagegen 
zeigen nach einiger Zeit eine deutliche Orangefarbung mit dem Ehrlich. 
schen Reagens. Bemerkenswerterweise gibt auch Glutaminsaureester 
nach einigem Stehen eine intensive Gelbfirbung. Eine eigenartige 
Farbreaktion tritt beim Versetzen einer Lésung von Glykochollsiure 
mit dem Aldehydreagens auf. Beim ersten Zusatz entsteht eine griin- 
blaue Farbung, die jedoch fast augenblicklich verschwindet. 


Il. 

Bereits in der ersten Mitteilung wurde auf die praktische Be- 
deutung der neuen Harnstoffreaktion fiir den qualitativen Nachweis 
vermehrten Reststickstoffs im Serum hingewiesen. Systematische 
Untersuchungen hatten uns gezeigt, daB die Reaktion in Trichloressig- 
sdurefiltrat des Serums im Gegensatz zu reinen Harnstofflésungen, 
deren Empfindlichkeitsgrenze bei 6 mg-Proz. gefunden wurde, erst 
bei einem Reststickstoffgehalt von tiber 36 bis 40 mg-Proz., entsprechend 
rund 20 mg-Proz. Harnstoff, positiv gefunden wird, und daB die Inten- 
sitat der Farbungen einen anniahernd richtigen Schlu8 auf die Griéfe 
des Harnstoffgehaltes und somit der Reststickstoffvermehrung gestattet. 
Die beobachteten Farbreaktionen mit einzelnen Aminosauren sind, 
von dem geringen Anteil der Aminosiuren am Gesamtreststickstoff 
abgesehen, so schwach, daB sie praktisch nicht ins Gewicht fallen. 
Fortlaufende Nachpriifungen der Reaktion im Serum an dem reichen 
Material des medizinisch-chemischen Instituts, die ich nun durch langer 
als ein Jahr durchgefiihrt habe, bestitigen ausnahmslos diese Tatsache. 
In jiingster Zeit wurden unsere Befunde durch Burghardt (8) aus der 
Klinik Friedrich Miillers in Miinchen, der iiber ein Material von iiber 
50 Fallen berichtet, durchweg bestitigt und die praktische Bedeutung 
der Reaktion fiir die rasche Diagnose vermehrten Reststickstoffs 
hervorgehoben. 

Die Reindarstellung des der Reaktion zugrunde liegenden Ureids 
und die relativ einfache Darstellung der salzsauren bzw. schwefel- 
sauren Verbindung erweckte auch die Hoffnung, eine exakte, klinisch 
brauchbare kolorimetrische Bestimmung des Harnstoffs ausbauen zu 
kénnen. Diese Aufgabe erschien um so verlockender, als eine rasch 
auszuftihrende, exakte Harnstoffbestimmung fiir die Klinik heute 
noch fehlt. Die Eigenschaften der neuen Harnstoffverbindung er- 
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mutigten allerdings von vornherein wenig zu solchen Versuchen. Ein- 
mal ist die auftretende Gelbgriinfirbung zur Kolorimetrie wenig ge- 
eignet und erfordert jedenfalls ein sehr getibtes Auge. Dieser Ubel- 
stand hatte sich noch durch die Zwischenschaltung farbiger Schirme 
beheben lassen. Viel schwerwiegender aber ist die bereits mehrfach 
hervorgehobene weitgehende hydrolytische Spaltung des Ureids in 
seinen Lésungen und ihre Abhangigkeit von der H’-Ionenkonzentration. 
Da das salzsaure Ureid ungemein leicht zur Spaltung neigt, wurde 
zu den Versuchen die schwefelsaure Verbindung verwendet. Da simt- 
liche Versuche gleichsinnig ausfielen, soll hier nur einer naher beschrieben 
werden. 

Als Standardlésung diente eine Lésung von genau 1 g des schwefel- 
sauren Ureids, entsprechend 208 mg Harnstoff in 100 cem m/10 Schwefel- 
siure. Als Vergleichslésung wurde eine genau m/10 Harnstofflésung 
verwendet, von der je 10ccm mit je 15 ccm einer 1 proz. Aldehyd- 
lésung in verdiinnter Schwefelsiure kondensiert und a) auf 25, b) auf 
50 und c) auf 100 ccm in MeBkolben aufgefiillt wurde. Die Siure- 
konzentration in den einzelnen Kolben war rund 0,1 m, 0,06m und 
0,03m. Untersucht wurde in einem Duboscgschen Kolorimeter. 

Bei einer Einstellung der Standardlésung z. B. auf 10 wurde fiir 
die Lésung a) Farbengleichheit bei einem Stande des Prismas bei 7,5 
(Mittel von zehn Ablesungen), fiir b) bei 28,8, fiir c) bei 59,2 abgelesen. 
Berechnet man nach der Formel ¢, = + die Konzentration der 
untersuchten Lésungen, so zeigt sich, dab die gefundenen Werte von 
den theoretisch geforderten um derartige Betriage nach oben und unten 
abweichen, daB sie als ginzlich unbrauchbar gelten miissen. Am 
giinstigsten liegen die Verhaltnisse noch bei Lésung b) mit einem Saure- 
gehalt von 0,06 m, bei der sich 144,5 mg-Proz. berechnen, rund 20 Proz. 
zu hoch. Lésung a) und c) mit einem Saéuregehalt von 0,1 m bzw. 0,03 m 
ergeben Werte, die von den theoretischen um rund 50 Proz. differieren — 
fir a) 113,2 mg-Proz. statt 240 mg-Proz., fiir c) 34,5 mg-Proz. statt 
60 mg-Proz. 

Wie sehr die Starke der Farbung von der Saurekonzentration 
abhangt, mége eine Versuchsreihe veranschaulichen, in der bei gleichem 
Volumen, gleicher Harnstoff- und Aldehydmenge die Siurekonzentration 
variiert wurde. Je lccm m/10 Harnstofflésung und 2ccm 1 proz. 
Aldehydlisung wurden in gleichweiten Reagenzglischen mit ver- 
dimnter Schwefelsiure von 0,5 bis 12 ccm aufsteigend versetzt und 
in allen Glaisern das Volumen mit destilliertem Wasser auf 15 ccm 
erginzt. Die Saurekonzentration wurde in jedem Réhrchen nach- 
triglich durch Titration ermittelt. Es lieB sich in dieser Reihe ein 
Ansteigen und Wiederabklingen der Intensitét der Farbreaktion mit 
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einem deutlichen Maximum erkennen. Die intensivste Farbung wurile 
bei einer Saurekonzentration von m/10 gefunden. Die Lésungen mit 
0,03m und 1,5m Sauregehalt zeigten die gleiche Farbung; bei einer 
3m entsprechenden Saurekonzentration war gegeniiber der Kon- 
trolle — 2cem Aldehydreagens auf 15 ccm mit Wasser aufgefillt — 
kein Unterschied der Farbung zu erkennen. Es bestiatigt das die bereits 
erwahnte Tatsache, daB durch zu hohe Saurekonzentration die Konde- 
sation verhindert wird. In dieser Abhingigkeit von der Saurekonzen- 
tration ist aber auch die Erklarung fir die in der ersten Mitteilung 
bereits hervorgehobene Differenz im Verhalten des Trichloressigsiure- 
filtrats des Serums gegen reine Harnstofflésungen zu suchen. 
Versuche mit wechselnden Harnstoffmengen bei gleichbleibender 
Saurekonzentration fiihrten in gléicher Weise zu negativen Ergebnissen. 
Aus allen Untersuchungen geht eindeutig hervor, daB eine exakte 
kolorimetrische Bestimmung sich nicht durchfiihren lat, schon weil 
eine prinzipielle Forderung jeder Kolorimetrie, die gleichmaBige Be- 
schaffenheit der gelésten Substanz bei wechselnder Konzentration 
nicht erfillt ist. Dieser Forderung konnten auch Versuche, die hydro- 
lytische Spaltung durch Verwendung von Alkohol als Lésungs- bzw. 
Fallungsmittel zuriickzudriingen, nicht gerecht werden. Inwieweit 
die von Burghardt (|. c.) empfohlene EnteiweiBung des Serums mit 
Uranylacetat und Verwendung von Ferrocyankalium als Vergleichs- 
lésung zu brauchbaren Resultaten fiihrt, miissen Nachpriifungen seiner 
Angaben zeigen. Theoretisch laBt sich gegen seine Methode der gleiche 
prinzipielle Einwand erheben wie gegen alle kolorimetrischen Methoden, 
die von der zu untersuchenden Lisung verschiedene Testlésungen 
verwenden. Fiir die Klinik ist dort, wo es auf exakte Werte ankomnt, 
der Mikrokjeldahl. nach Pregl fiir die Reststickstoffbestimmung heute 
die beste und d&bei einfachste Methode. Fiir orientierende Unter- 
suchungen und fir den praktischen Arzt ist die einfache qualitative 
Priifung, wie wir sie in unserer ersten Mitteilung angegeben haben, 
volikommen ausreichend und zuverlassig. 
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Sind pankreasdiabetische Lebern adrenalinempfindlich? a } 













Von 
E. J. Lesser und K. Zipf. 
(Aus dem Laboratorium der staédtischen Krankenanstalten in’ Mannheim.) 







(Eingegangen am 21. Juni 1923.) 
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Es ist in einer friiheren Abhandlung gezeigt worden"), daB waihrend 
der Monate August bis Februar die herausgeschnittene Leber pankreas- a 
diabetischer Frésche in 4 Stunden bei 22° etwa die dreifache Menge oo 
Glykogen hydrolysiert wie die von normalen Tieren stammende. Ebenso F 
bildeten Lebern pankreasdiabetischer Frésche erheblich mehr Zucker tt 
als normale Lebern, wenn sie nach der Methode von Fréhlich und 4 : : 
Pollack mit Ringerlésung durchstrémt wurden. Die urspriinglich von ea 
Frohlich und Pollack verwendete Methode bedarf, wie friiher auseinander- 
gesetzt worden ist), einer Modifikation insofern, als Frohlich und Pollack 
die Froschleber mit zu groBen Flissigkeitsmengen durchstrémt haben. 
Es wurden daher jetzt einige’ Versuche im Oktober angestellt, bei 
denen pankreasdiabetische Lebern nach der friiher beschriebenen Modi- 2 
fikation der Methode von Fréhlich und Pollack durchstrémt wurden. “fF 
Diese Versuche sind in Tabelle I zusammengestellt; alle benutzten } 
Frésche waren am 5. Oktober 1922 gefangen. 

Aus der Tabelle ist zu ersehen, daB die Lebern von Tieren, denen 
vor 2 Tagen das Pankreas exstirpiert war, zwischen 1800 und 3200 mg 
Traubenzucker pro 100 g Leber und 4 Stunden bei Zimmertemperatur 
gebildet haben, waihrend die normale Leber 650 mg bildete. Vergleicht 
man nur die beiden ersten Stunden der Durchstrémung, so findet 
man fiir die Normallebern 224 mg (Mittel aus zwei Versuchen), fiir 
die pankreasdiabetischen Lebern 1358 mg (Mittel aus drei Versuchen). 
Es handelt sich also um eine Erhéhung der Geschwindigkeit der Zucker- 
bildung auf das Vier- bis Sechsfache, weiche durch vorherige Pankreas- 
exstirpation bewirkt wird. Dabei ist der Verlauf der Zuckerkurve 
nahezu geradlinig, nur in der vierten Stunde macht sich ein geringes 
Absinken der Zuckerwerte bemerkbar. Wir haben nun nachgesehen, 
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1) E. J. Lesser, diese Zeitschr. 108, 1, 1920. 
2) Derselbe, ebendaselbst 119, 108, 1921. 
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Tabelle I. 





Caieiate 5 Traubenzucker in mg Se mS 
Pan 13" ee _inresindtaisaee substanz | Durchstrémungs- Be: 
Temaded ee ae 3 4 der Leber fliissigkeit | merkungen 
| @ | Std.| Std. Std.) Std.) » Proz. 


9 versuch 


: Ro 
Sige” 432 201) 113 128/208 26,17 | o76proz. Naci | Normal 
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ob sich bei Einwirkenlassen von Adrenalin in der dritten und vierten 
Stunde auch an der pankreasdiabetischen Leber noch eine Steigerung 
der Zuckerbildung erzielen laBt. Dies ist, wie aus der Tabelle hervor- 
geht, nicht der Fall. In den beiden Versuchen, in welchen wir auf 
die pankreasdiabetische Leber in der dritten und vierten Stunde der 
Durchstr6mung Adrenalin einwirken lieBen, anderte sich die Zucker- 
bildung nicht. In einem Versuche (23. Oktober) tritt in der vierten 
Stunde (das ist die zweite Stunde der Einwirkung des Adrenalins) 
eine geringe Steigerung der Zuckerbildung ein (20 Proz.), die zu gering 
ist, um als Adrenalinwirkung angesprochen zu werden. Ein am 25. Ok- 
tober angestellter Kontrollversuch, bei dem in der dritten und vierten 
Stunde Adrenalin durch eine normale Leber lief, zeigt die gewéhnliche 
starke Erhéhung der Zuckerbildung in der ersten Adrenalin- = dritten 
Durchstrémungsstunde (Anwachsen auf iiber das Dreifache des Zucker- 
wertes der zweiten Durchstrémungsstunde). Das Ergebnis ist mithin, 
daB herausgeschnittene pankreasdiabetische Froschlebern, welche eine 
Erhéhung der Zuckerbildung auf das Vier- bis Sechsfache der normalen 
aufweisen, durch Adrenalin nicht mehr in ihrer Zuckerbildung ge- 
steigert werden kénnen. 

Wenn wir die in der vorhergehenden Abhandlung dargestellte 
Theorie der Zuckerbildung in der Froschleber auf die herausgeschnittene 
pankreasdiabetische, durch Adrenalin nicht mehr beeinfluBbare Frosch- 
leber anwenden, so kommen wir zu folgender Schlu®folgerung: In 
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einer Leber, der das Pankreashormon fehlt, gibt es keine adsorbierte 
und darum unwirksame Diastase mehr, darum 146t sich durch Adrenalin a 
an einer solchen Leber keine Steigerung der Zuckerbildung mehr hervor- ee 
rufen. Daraus folgt weiter: Das Hormon des Pankreas wirkt, indem 
es die adsorbierte (unwirksame) Diastase auf Kosten der ,,gelésten“ 
(wirksamen) vermehrt und so die Geschwindigkeit der Zuckerbildung 
in der Leber herabsetzt. Da® dem wirklich so ist, beweist eine Arbeit af 
von Banting, Best, Collip, Macleod und Noble), in welcher unter anderem : oe 
gezeigt wird, da8 die Atherwirkung, welche am Kaninchen Hyper- 
glykamie erzeugt, durch Injektion von Pankreashormon (Insulin) 
gehemmt und aufgehoben werden kann. Die Autoren haben die Be- 



















deutung dieser Tatsache sofort erkannt und dariiber wortlich gesagt | 
(a. a. O., 8.578): ,,Die Tatsache, da® Insulin die Atherhyperglykamie fe 
verhindert, ... bietet grofe Méglichkeiten, den Mechanismus der * 
physiologischen Wirksamkeit des Insulins exakt zu bestimmen™. 4 
Es ist in der vorausgehenden Abhandlung gezeigt worden, daB die ee 
Atherhyperglykamie zur Klasse der Hyperglykimien gehért, welche ie | 
durch oberflachenaktive Substanzen hervorgerufen werden, indem he 






diese adsorbierte Leberdiastase aus der Adsorption verdringen und te ee 
damit wirksam werden lassen. Da das Insulin die Atherwirkung auf- y ' ae 
hebt, muB es also die Adsorption der Diastase in der Leber so stark 
vermehren, daB die Verdringung aus der Adsorption durch Ather 
keine Rolle mehr spielt. Eine weitere Folgerung ist, daB es gelingen 
mu8, durch Insulin die Zuckerbildung der herausgeschnittenen pan- 
kreasdiabetischen Froschleber auf normale Werte herabzudriicken. ag 
Versuche, die allerdings erst im kommenden Herbst gemacht werden if 
kénnen. 

Auf diese Weise erklirt sich auch die Hypoglykimie nach Insulin 
am Kaninchen in einfacher Weise. Sie entsteht dadurch, daB bei 
Insulininjektion die Adsorption der Leberdiastase so stark vermehrt 
wird, da& die Geschwindigkeit der Zuckerbildung in der Leber all- 
mahlich auf ein Minimum herabgedriickt wird. Da der Blutzucker 
trotzdem in die Organe abwandert, so mu es zur Hypoglykimie 
kommen. 
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Zusammenfassung. 


Es wird gezeigt, daB herausgeschnittene pankreasdiabetische 
Froschlebern bei Durchstrémung mit physiologischer Kochsalzlésung 
vier- bis sechsmal soviel Zucker bilden als Lebern, welche von nicht 
operierten Tieren stammen (Versuchsdauer 4 Stunden, Versuchs- 
temperatur 18 bis 19°, Versuchsmonat Oktober). Adrenalin steigert 
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1) Amer. Journ. of physiol. 62, Nr. 3, 8. 559—580, 1922. 
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in Dosen, welche die normale Zuckerbildung um das Dreifache steigern, 
die Zuckerbildung von pankreasdiabetischen Lebern nicht mehr. 


Daraus wird geschlossen, daB in der pankreasdiabetischen Leber keine 


adsorbierte Diastase, sondern nur geléste vorhanden ist. Dem Pankreas. 


hormon (Insulin) kommt daher die Fahigkeit zu, die Adsorption der 


Diastase in der Leberzelle zu erméglichen. Die Menge der adsorbierte 
Diastase ist abhingig von der Insulinmenge in der Leber. Daher ist 
es moéglich, durch Insulin die Verdriangung von Diastase aus der Ad. 
sorption durch oberflichenaktive Kérper zu verhindern (Versuche 
von Banting, Best, Collip, Macleod und Noble iiber Verhinderung der 
Atherhyperglykimie am Kaninchen durch Injektion von Insulin). 
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Die Beeinflussung 
der Zuckerbildung der Froschleber durch homologe Alkohole. 


Von 
E. J. Lesser und K. Zipf. 
(Aus dem Laboratorium der stadtischen Krankenanstalten in Mannheim.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1923.) 


Frihere Versuche haben ergeben'), daB die Erhéhung der Ge- 
schwindigkeit der Zuckerbildung aus dem Glykogen durch die Diastase 
in der Leberzelle des Frosches auf zweierlei Art bewirkt werden kann: 
die eine wird durch die Verschiebung der Gewebsreaktion nach der 
saureren Seite hin erhalten. Die Zuckerproduktion kann dabei um 
maximal 90 Proz. gesteigert werden, der zeitliche Verlauf der Zucker- 
produktion in 4 Stunden (Zuckerkurve) bleibt aber derselbe (Maximum 
in der ersten, Minimum in der zweiten oder dritten Stunde). Die Zucker- 
kurve ist dabei also parallel mit sich selbst nach oben verschoben. 
Die zweite Art wird z. B. durch die Beeinflussung der Leber durch 
Adrenalin oder hypertonische Salzlésung bewirkt?). Dabei wird die 
Zuckerproduktion auf das Vier- bis Sechsfache erhéht und die Zucker- 
kurve wird vollstindig veréndert. Das Minimum liegt bei der Beein- 
flussung durch hypertonische Lésung in der ersten, das Maximum in 
der dritten Stunde. LaBt man diese Beeinflussung erst nach zwei- 
stiindiger Durchspiilung der Leber mit physiologischer Salzlésung auf 
die Leber wirken, so erhalt man in der dritten und vierten Stunde 
ein ziemlich geradliniges Ansteigen der a auf das Drei- 
bis Sechsfache der Normalwerte der zweiten Stunde. Daraus war 
geschlossen worden, daB die Einwirkungen der zweiten Methode an 
dem Mechanismus angreifen, welcher in der Zelle Glykogen und Diastase 
raumlich getrennt halt, wahrend die erste Methode die Wirkungs- 
bedingungen des diastatischen Ferments in der Zelle genau so wie im 
Reagenzglase andert. Da die nach der zweiten Methode erhaltbaren 
Steigerungen dreimal so groB sind als die nach der ersten hervor- 


1) E. J. Lesser, diese Zeitschr. 119, 108, 1921. 
*) Hierher gehért auch die Beeinflussung durch Pankreasexstirpation, 
woriiber die folgende Abhandlung zu vergleichen ist. 
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gerufenen, kommt ihnen wahrscheinlich eine gréBere physiologisc|i- 
Bedeutung zu, zumal es zweifelhaft ist, ob eine so starke Verschiebuiy 
der Reaktion (von pg 7,1 auf py 6,8) in der Leber in vivo vorkomm:. 
wahrend plétzliche Adrenalinausschiittungen aus der Nebenniere wo))| 
als méglich angesehen werden diirfen. 


Es entstand nunmehr die Aufgabe, iiber den Mechanismus der 
riumlichen Trennung von Glykogen und Diastase in der Leberzelle 
zu‘ bestimmteren Vorstellungen zu kommen. Schon frither war dic 
Vermutung ausgesprochen worden, daB ein Teil der Diastase in der 
Leberzelle unwirksam sei, weil er an Oberflichen der Zellstruktur ad- 
sorbiert sei. Warburg!) hat gezeigt, wie man solche Adsorptionsvorginge 
in der Zelle nachweisen kann. Lat man oberflichenaktive Stoffe 
homologer Reihen in isokapillaren Konzentrationen auf die Zelle wirken, 
so miissen chemische Geschwindigkeiten in der Zelle, die von Adsorp- 
tionsvorgingen abhingig sind, quantitativ in derselben Weise beein- 
fluBt werden. Es handelt sich dabei nach Warburg um Verdrangung 
adsorbierter Stoffe von der adsorbierenden Fliche durch die ober- 
flichenaktiven Pharmaka. Der Zellvorgang konnte von Warburg 
durch ein Tierkohlemodell abgebildet und nachgemacht werden. Fiir 
uns entstand also die Frage: erhéhen oberflaichenaktive Stoffe homo- 
loger Reihen in isokapillarer Konzentration die Zuckerbildung der 
Froschleber in quantitativ vergleichbarer Weise und ist in diesem 
Falle der Vorgang am Modell nachzumachen ? 


Die Versuche wurden genau nach der in der Abhandlung dieser 
Zeitschrift 119, 108, 1921 beschriebenen Methode angestellt. 


I. Versuche an der Froschleber. 


Durchstrémt wurde stets mit 0,78proz. Kochsalzlésung. Nur die 
Zuckerbestimmung wurde modifiziert wegen der Anwesenheit verschiedener 
Alkohole in den Durchstrémungsfliissigkeiten. Die durch die Froschleber 
durchgestrémte Lésung wurde gemessen, scharf zentrifugiert, von dem 
geringen Bodensatz roter Blutkérperchen abgehoben. Eine gemessene 
Menge der wasserklar@n Lésung wurde nach dem Ansiuern mit Essigsiure 
in halbkugeliger Glasschale vorsichtig auf dem Wasserbade zur Trockne 
verdampft. Es wurde darauf achtgegeben, da$ der Riickstand nach Ver- 
dampfen des Wassers sofort vom Wasserbade genommen wurde. Der 
Riickstand wurde mit Wasser auf bestimmtes Volumen aufgefiillt, klar 
filtriert und in aliquoter Menge die reduzierende Substanz nach der Mikro- 
methode von Michaelis*) bestimmt. Zunachst wurde in fiinf Normal- 
versuchen die friiher benutzte Quecksilbermethode mit der jetzigen ver- 
glichen. Es ergab sich im Mittel aus je 20 Bestimmungen eine Differenz 
von 3,8Proz. (s. Tabelle I). 


1) Warburg, Jahresbericht iiber die gesamte Physiologie, I, 8. 136, 1923. 
*) Michaelis, diese Zeitschr. 59, 166, 1914. 
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Zuckerbildung der Froschleber. 





Tabelle I. 
Nr. Hg-Methode pi Methode 

l 497s 522 

2 908 1028 

3 973 } 966 

4 1009 1038 

5 633 619 
Mittelwerte 804 835 


Fiir die Zuckerbildung der unbeeinfluBten Leber wurden diesmal 
héhere Werte erhalten als in friiheren Versuchen. Im Mittel aus acht Ver- 
suchen in den Monaten August bis Februar bildeten 100 g Leber 765 mg 
Zucker in 4 Stunden, wahrend das Mittel aus 14 friiheren Versuchen dieser 
Jahreszeit 455 mg betragen hatte. 

Zunichst wurden Versuche angestellt, in denen 4 Stunden lang 
dauernd mit 0,7proz. Kochsalzlésung durchstrémt wurde, welcher 
Athyl-, Propyl-, Butyl- oder Amylalkohol zugesetzt war. Wir setzten 
diese in denselben Mengenverhiltnissen der Kochsalzlésung zu, welche 
nach Warburg eine 50proz. Atmungshemmung bei roten Blutkérperchen 
ergeben. Diese Lésungen erhéhten die Tropfenzahl im Traubeschen 
Stalagmometer im Verhiltnis von 100: 138 bis 140. Nur der Propyl- 
alkohol erhéhte in der gewahlten. Menge die Tropfenzahl starker, im 
Verhiltnis von 100:156. Methylalkohol konnte nicht verwendet 
werden, er setzte in der von Warburg angegebenen Konzentration 
starke Verinderungen in der Leber, so daB die Durchstrémung un- 
méglich wurde. Das Ergebnis dieser Versuche zeigt Tabelle II. 

Die Tabelle II enthalt die Mittelwerte aus fiinf Normalversuchen, 
die im August und September angestellt wurden. Ferner vier Ver- 
suche von Ende September und Anfang Oktober mit den verschiedenen 
Alkoholen, endlich zwei Vergleichsversuche im Oktober, den einen 
mit hyper-, den anderen mit isotonischer Kochsalzlésung. In den 
Alkoholversuchen steigen die Gesamtzuckerwerte von 813 baw. 650 mg 
Traubenzucker (Normalversuche mit isotonischer Kochsalzlésung) 
pro 100g Leber und 4 Stunden auf 1460 bis 2544 mg. Sie betragen 
das Zwei- bis Dreifache der Normalversuche und sind von gleicher 
GréBenordnung wie ein gleichzeitig angestellter Versuch mit Durch- 
strémung mit hypertonischer Kochsalzlésung (1619mg). Auch in 
friheren Jahren hatte Durchstrémung mit hypertonischer Kochsalz- 
lésung im Oktober nur eine Erhéhung im Verhiltnis von 1 : 2,4 ergeben, 
wahrend im Dezember und Januar die Erhéhung das Vierfache betrug. 
Ebenso wie bei der hypertonischen Durchstrémung ist in den Alkohol- 
versuchen die Zuckerkurve veraindert. Das Maximum liegt mit Aus- 
nahme des Propylalkoholversuches in der zweiten Stunde, wihrend 
bei Durchstrémung mit 0,7 proz. Kochsalzlésung in der zweiten Stunde 
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stets das Minimum liegt. Mit Ausnahme des Versuches mit But\|. 
alkohol sind die Werte fiir die gesamte Zuckerbildung einander s«hr 
ahnlich (zwischen 1400 und 1800 mg). Die erheblich gréBere Steigerung 
in dem Versuche mit Butylalkohol ist wohl auf eine individuelle Ab. 
weichung der verwendeten Froschleber zuriickzufiihren, nicht etwa 
auf besondere Eigenschaften des Butylalkohols. Dies geht aus Ver. 
suchen hervor, die im Dezember angestellt wurden, bei denen zunichst 
2 Stunden mit physiologischer Kochsalzlésung, dann 2 Stunden mit 
Kochsalzlésung, der die verschiedenen Alkohole zugesetzt waren, 
durchstré6mt wurde. In diesen Versuchen wurde der Propylalkohol- 
zusatz so gewahlt, daB auch hier eine isokapillare Lésung resultierte 
(Tropfenzahlvermehrung 100: 141). Diese Art, die Beeinflussung auf 
die Leber einwirken zu lassen, bietet den Vorteil, daB die Beeinflussung 
an derselben Leber gepriift wird, welche auch den Normalwert liefert, 
wahrend es bei den Versuchen, die in Tabelle II zusammengestellt 
sind, nétig ist, beeinfluBte und unbeeinfluBte Lebern zu vergleichen, 
wobei individuelle Verschiedenheiten gelegentlich stérend wirken 
kénnen. Die erhaltenen Werte und die Einzelheiten des Versuches 
zeigt die Tabelle III. 

Die Tabelle III zeigt drei Alkoholversuche und zum Vergleich 
einen Normalversuch und einen Adrenalinversuch. Es ergibt sich, 
da’ im Normalversuche sich die Zuckerwerte der beiden ersten Stunden 
zu den beiden folgenden verhalten wie 1:1,2. In den drei Alkohol- 
versuchen verhalten sie sich wie 1 : 3, 1 : 2,6 und 1: 3,8. Im Adrenalin- 
versuche wie 1:3,5. Die Versuche ergeben mithin, daB isokapillare 
Lésungen von Athyl-, Propyl-, Butyl- und Amylalkohol eine starke 
Beschieunigung der Zuckerbildung der Froschleber ergeben. Sie sind 
untereinander von ahnlicher GréBenordnung und ebenso von ahnlicher 
GréBenordnung wie bei Beeinflussung der Leberzelle durch Adrenalin 
oder hypertonische Kochsalzlésung. Die Wirkungsweise der Alkohole 
besteht darin, daB sie in der Leberzelle adsorbierte Diastase von Ober- 
flachen der Zellstruktur verdrangen, so daB diese Diastase nunmehr 
mit dem Glykogen reagieren kann. War diese Deutung unserer Alkohol- 
versuche richtig, so muBte es méglich sein, Modellversuche anzustellen, 
die in dem folgenden Absatz beschrieben sind. 


Il. Verdringung adsorbierter Diastase von Tierkohle durch 
oberflichenaktive Stoffe. 


Als diastatisches Ferment benutzen wir fiir die Modellversuche Frosch- 
blutserum von hungernden Winterfréschen. Diese haben einen auBer- 
ordentlich konstanten Diastasegehalt im Blutserum. Das Froschblut 
tropfte aus dem angeschnittenen Herzen in gewogene isotonische Kochsalz- 
lésung, die nachher wieder gewogen wurde, so da8 bekannt war, wieviel 
Froschblut in 1 cem der Lésung enthalten war. Dann wurde zentrifugiert, 
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von der klaren Lésung so viel fiir den Fermentversuch entnommen, wie 
0,2 g Blut entsprach. In vier groBe Zentrifugengliaser wurden alsdann 
je 100 mg Mercksche Tierkohle abgewogen. Zu den beiden ersten wurden 
je 5 ccm einer Lésung zugesetzt, welche in 110 ccm je 30 cem der primiiren 
und sekundiren Phosphatlésung nach Soerensen (py = 6,8) und 1,75 ccm 
einer 20proz. Kochsalzlésung enthielt. Zu den beiden anderen wurden 
je 5ccem einer Liésung zugesetzt, welche in 110 ccm auBer den gleichen 
Mengen Phosphat und Kochsalzlésung noch 1,54 cem Butyl- oder 6,2 ecm 
Propylalkohol enthielt. In drei weitere Zentrifugenglaser wurden je 5 ccm 
der Phosphatkochsalzlésung gegeben. Dann wurde zu sechs von den 
sieben Zentrifugenglisern eine Menge der Froschserumkochsalzlisung zu- 
gesetzt, welche 0,2 g Blut entsprach und 1 Stunde bei Zimmertemperatur 
stehengelassen. Dann kamen zu allen sieben Zentrifugenglisern je 5ccm 
einer sterilen, etwa 2proz. Glykogenlésung. Samtliche Glaser wurden 
dann fiir 6 bis 8 Stunden in den Brutschrank gestellt (37°), dann mit dem 
doppelten Volumen 96proz. Alkohols gefallt und nach \%4tagigem Stehen- 
lassen zentrifugiert. Der Alkohol wurde quantitativ abgegossen und der 
Riickstand noch zweimal mit 96 proz. Alkohol auf der Zentrifuge gewaschen. 
Die vereinigten, ganz klaren Zentrifugate wurden im Wasserbade zur 
Trockne eingedampft, der Riickstand in Wasser gelést und darin nach 
der Mikromethode von Michaelis die reduzierende Substanz bestimmt. 
In dem Zentrifugenglase, das nur Glykogen und Kochsalzphosphatlésung 
enthielt, lieB sich niemals reduzierende Substanz nachweisen. Das Er- 
gebnis dieser Versuche zeigt Tabelle IV. 


Tabelle IV. 








‘Aus Glykogen gebildeter Zucker in mg 


| aw | mit Tierkohle 
| ohne Tierkohle | mit Tierkohle = se d Alkohol 


— 109 | 1,28 
$s ee 1,55 2,38 } But ol 
10 3,93 1,95 2,27 
ll 4,40 2,02 2 81 \ Propyl- 
12 | 612 1,90 2,94 f alkohol 
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Samtliche Zahlen der Tabelle IV sind die Mittelwerte aus je zwei 
Parallelversuchen, die stets gut itibereinstimmten. Es ergibt sich, 
da in allen Versuchen bei Gegenwart von Alkohol erheblich weniger 
Diastase von der Tierkohle adsorbiert wurde. Wenn wir die Diastase- 
mengen den gefundenen Zuckerwerten direkt proportional setzen, so 
wurde durch die Tierkohle 59 Proz. der gesamten vorhandenen Diastase 
adsorbiert.;. Bei Gegenwart von Butyl- und Propylalkohol. (in der 
gleichen Konzentration wie bei den Versuchen an der Froschleber) 
aber nur 42 Proz. Der Butylalkohol machte 29,5 Proz. der adsorbierten 
. Diastase frei, der Propylalkohol 30Proz. Die Zuckerbildung wird durch 
den Alkoholzusatz im Verhiltnis 1: 1,4 vermehrt. Wir haben also im 
Modellversuche'im Prinzip den gleichen Vorgang wie an der -Frosch- 
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leber, nur sind die quantitativen Verhaltnisse andere, denn die Zucker- 
bildung wird durch den Alkoholzusatz nur im Verhialtnis 1: 1,4, nicht 
im Verhaltnis 1:3 erhéht. Um eine solche Erhéhung zu erhalten, 
miBte man Bedingungen wihlen, unter denen ohne Alkoholzusatz 
ein erheblich héherer Prozentsatz als 59 Proz. Diastase von der Tierkohle 
adsorbiert wiirde, was durch Variierung der Tierkohle- und Diastase- 
mengen vielleicht méglich wire. Uns kam es hier nur darauf an, daB 
sich im Prinzip der Zellvorgang am Modell nachahmen Jat. Endlich 
sind noch zwei Kontrollversuche zu erwahnen, der erste zeigt, daB 
bei Abwesenheit von Tierkohle Alkoholzusatz in der in diesen Ver- 
suchen gewahlten Konzentration die Zuckerbildung nicht vermehrt, 
sondern um ein geringes vermindert. In Versuch 9 lieBen wir Diastase 
auf Glykogen (ohne Tierkohle) einwirken, zweimal bei Gegenwart, 
zweimal bei Abwesenheit von Alkohol in der Kochsalzphosphatlésung. 
Es ergab sich, daB ohne Alkohol 1,01 mg Zucker gebildet wurde, mit 
Alkohol 0,95 mg. Endlich haben wir zu je 100 mg Tierkohle die gleiche 
Menge Dextrose zugesetzt (etwa 6 mg), einmal bei Gegenwart, einmal 
bei Abwesenheit von Alkohol in der Kochsalzphosphatlésung. Nach 
einstimdigem Stehen bei Zimmertemperatur wurden dann die beiden 
Proben genau wie beim Fermentversuch behandelt. Es ergaben sich 
im Zentrifugat in beiden Proben die gleichen Dextrosemengen. Es 
hat also in den Fermentversuchen der Alkohol nicht dadurch gewirkt, 
da8 bei Gegenwart von Alkohol weniger Dextrose von der Tierkohle 
adsorbiert worden ist. 
Ill. 

Das Ergebnis dieser Versuche ist, da oberflachenaktive Stoffe 
darum zuckertreibend auf die Leber wirken, weil sie adsorbierte Diastase 
von der Adsorptionsfliche verdringen und dadurch wirksam werden 
lassen. Die Erniedrigung der Oxydationsgeschwindigkeit in der Leber- 
zelle, welche nach den Versuchen von Warburg und Usui gleichzeitig 
eingetreten sein muB, ist fiir die Geschwindigkeit der Zuckerbildung 
in der herausgeschnittenen Leber des Winterfrosches ohne Bedeutung. 
Zahlreiche friihere Versuche haben ergeben'), daB die Glykogenhydrolyse 
der herausgeschnittenen Winterleber sogar durch totale Anoxybiose 
nicht beschleunigt werden kann. Durch unsere Versuche ist auch der 
Mechanismus der Atherhyperglykaimie aufgeklart. Fréhlich und Pollack 
haben gefunden?), da® Ather in 0,5proz. Lésung wirkungslos, in 2proz. 
Lésung dagegen zuckertreibend auf die Froschleber wirkt. Das ist 
eine Konzentration, welche unseren Alkoholkonzentrationen hinsichtlich 
der Erniedrigung der Oberflichenspannung sehr nahe liegt. Wir fanden, 


1) HE. J. Lesser, diese Zeitschr. 54, 236, 1913. 
2) Fréhlich und Pollack, Schmiedebergs Arch. 77, 290, 1914. 
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daB eine Lésung, welche 3 cem Ather in 100 Wasser enthielt, in unserem 
Stalagmometer eine Erhéhung der Tropfenzahl im Verhialtnis von 
100 : 132 ergab. Die Atherwirkung in Fréhlichs und Pollacks Versuchen 
entspricht also ganz unseren Alkoholversuchen. Als oberflichen- 
aktiver Stoff verdringt der Ather genau wie die Alkohole adsorbierte 
Diastase von der Adsorptionsfliche und machte sie damit wirksai. 
Frohlich und Pollack haben ferner festgestellt, da8 Ergotoxin. phosphor. 
in 0,005proz. Lésung die zuckertreibende Wirkung des Athers nicht 
aufhebt, wihrend die zuckertreibende Wirkung des Adrenalins durch 
Ergotoxin aufgehoben wird. Sie haben daraus geschlossen, daB das 
Adrenalin auf den Endapparat des Sympathicus in der Leber wirkt, 
wihrend die Atherwirkung direkt an der Zelle angreift. Da nun aber 
eine Nervenerregung an und fiir sich auf den Vorgang der Zucker. 
bildung durch Diastase aus Glykogen nicht einwirken kann, so mu8 
angenommen werden, daB durch die Nervenerregung eine Einwirkung 
auf die Diastase adsorbierenden Oberflichen in der Leberzelle statt- 
findet. Bei Erregung des sympathischen Endapparates werden sie 
verkleinert, solange die Erregung dauert. Dadurch geht adsorbierte 
Diastase in Lésung. Nach dem Abklingen der Nervenerregung kehren 
die adsorbierenden Oberflichen in den alten Zustand zuriick und 
geliste Diastase wird riickadsorbiert'). 

Wir kennen nunmehr drei verschiedene Arten, wie die Zucker- 
bildung in der herausgeschnittenen Froschleber beschleunigt werden 
kann. 1. Verschiebung der Gewebsreaktion nach der saureren Seite bis 
auf py 6,8. Hier handelt es sich um eine Einwirkung auf die Diastase 
selbst, welche auch in vitro in gleicher GréBenordnung erhalten werden 
kann. 2. Eine Erregung des sympathischen Endapparates durch das 
Adrenalin. Sie ist aufhebbar durch Ergotoxin. 3. Eine Einwirkung, 
welche am Mechanismus, der die raumliche Trennung von Glykogen 
und Diastase in der Leberzelle beherrscht, direkt angreift, indem sie 
die Oberfliche, welche zur Diastaseadsorption zur Verfiigung steht, 
verkleinert. Dahin gehért a) Entquellung der Zellkolloide durch plétz- 
liche Wasserentziehung, b) Verdrangung adsorbierter Diastase durch 
oberflachenaktive Pharmaka, c) Fehlen des Pankreashormons (s. folgende 
Abhandlung). 


1) Auf die gleiche Weise kommt es bei der Reizung des motorischen 
Nerven zur Milchsiurebildung im Muskel, welche die Verkiirzung der 
Muskelfaser bewirkt. Auch im Muskel sind milchséurebildendes Ferment 
und Kohlehydrat riumlich getrennt, was durch Zerkleinerung des Muskels 


bewiesen werden kann (s. H. J. Lesser, Naturwissenschaften 1923, Heft 22, 
8. 422). 
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durch Von 
iB das H. K. Sen. 
wirkt, (Aus dem Kaiser Wilhelm - Institut fiir experimentelle Therapie und 
n aber Biochemie in Berlin-Dahlem.) oi 
aker. (Eingegangen am 21. Juni 1923.) a 
» mus 
rkung Das Ferment Carboxylase, das von Neuberg aufgefunden und von 4 ‘ 
statt- J ihm und seinen Mitarbeitern eingehend untersucht worden ist, wirkt nicht en 
- sie nur auf die Brenztraubensaure ein, sondern auch auf deren Homologe ae 
bierte sowie auf analoge Ketosiuren; z. B. werden die Oxy-brenztrauben- - 
ehren siure?), die w-Keto-buttersiure?), die Methyl-athyl-brenztraubensaure*), pay : 1 
und die Oxalessigsiure*), die o«-Keto-glutarsiure®) ferner auch Ketosiuren ' ’ ' 
der aromatischen Sauren zerlegt. Es handelt sich um regelrechte Ver- | 
icker- girungen, bei denen Kohlendioxyd und primiir die Aldehyde oder die i. 
erden Aldehydsiuren entstehen, die der einbasischen bzw. zweibasischen 
te bis a-Ketosiure entsprechen. Das urspriingliche Spaltungsprodukt kann 
Stase jedoch sekundiren Umwandlungen unterliegen, indem die Carbonylver- , 
orden bindungen in die zugehérigen Sauren oder Alkohole iibergehen oder auch 
1 das carboligatischem Aufbau dienen. So liefert die Vergirung der a-Keto- 
yung, glutarsiure an Stelle der Aldehydbernsteinsiure die Bernsteinsiure 
ogen selber, so geht aus der a«-Ketobuttersiure neben dem Propionaldehyd | 
n sie Propylalkohol hervor, so entsteht aus Methyl-athylbrenztraubensaure 
teht, auBer aktivem Valeraldehyd und linksdrehendem Amylalkohol auch | 
lotz- 1-Valeriansaure. : i 
urch Die erwihnten Ketosaduren leiten sich zumeist von Aminosiéiuren | 
onde ab, die in der Natur verbreitet sind, nimlich von dem Alanin, dem 
Serin, dem Isoleucin, der Asparaginsiure, der Glutaminsiure®). Es war i. 
“ie nun von Interesse, festzustellen, wie eine Ketosiure sich verhalt, die nicht ; i 
der : i 
nent 1) Neuberg und Rosenthal, diese Zeitschr. 61, 171, 1914. : 
kels 2) Neuberg und Kerb, ebendaselbst 47, 413, 1912; 61, 184, 1914. : 
pee, 8) Neuberg und Peterson, ebendaselbst 67, 32, 1914. ; | 


4) Neuberg und Karczag, ebendaselbst 36, 60, 1911. 
5) Neuberg und Ringer, ebendaselbst 71, 226, 1915. 
6) Die zum Valin gehérige Dimethylbrenztraubensaiure wird, wie ich 
fand, gleichfalls leicht und glatt carboxylatisch vergoren. 













448 H. K. Sen: 


als ein den Organismen vertrautes Umwandlungsprodukt einer natiirlich 
vorkommenden Aminosaure zu betrachten ist. Zwar findet sich die An. 
gabe!), daB a-Amino-n-capronsiure seine Isomeren, das Leucin und 
Isoleucin, begleite, aber von einem regelmaBigen Auftreten der 
n-Aminocapronsiure unter den Bausteinen der EiweiSkérper kann 
nach unseren bisherigen Kenntnissen keine Rede sein. Die «-Keto. 
n-capronsaure verdient auch deshalb Beachtung, weil sie schon mehr 
den Charakter einer Fettsiure mittleren Molekulargewichtes besitzt. 
d. h. sich nicht unbegrenzt in Wasser list und daher beziiglich der 
Oberflichenaktivitét andere Verhaltnisse darbietet als die leichter 
loslichen niederen Homologen. 

Es zeigte sich nun, daB die «-Keto-n-capronsdure von Hefe ver. 
goren wird. Die angedeuteten physikalischen Eigenschaften der Saure 
bedingen es wohl, daB die Substanz als freie Séure und von lebender 
Hefe nur unvollstandig umgesetzt wurde. Léste man sie dagegen in 
Dinatriumphosphat, so wurde sie besser angegriffen. Das Phosphation 
spielt dabei als.solches keine Rolle; von Belang ist nur der Umstand, 
da8 sich die Saéure in sekundirem Phosphat lést und das entstehende 
saure phosphorsaure Salz mit dem Ausgangsmaterial ein Puffersystem 
bildet. Wegen der offenbaren Schidigung der lebenden Hefezellen 
gelang die Vergirung sehr viel vollstindiger mit Trockenhefen oder 
mit den aus ihnen bereiteten Mazerationssiften. 

Mit Trockenhefen erreichte ich eine Decarboxylierung von 92 Proz. 
und mit Hefesiften eine solche von rund zwei Dritteln der ange- 
wandten Substanzmenge. 

Als Produkte der Spaltung wurden auBer CO, n-Valeraldehyd und 
der zugehérige n-Amylalkohol erhalten; wesentliche Mengen von 
n-Valeriansiure habe ich nicht gefunden. Die Bildung des n-Amy!- 
alkohols glaube ich am besten durch ,,phytochemische Reduktion‘ 
erklaren zu kénnen. Die verschiedenen Valeraldehyde?) werden namlich, 
wie Newberg und Mitarbeiter gezeigt haben, von giirender Hefe leicht 
zu den zugehérigen Pentanolen reduziert; nach Neuberg und Hirsch?) 
ist es der bewegliche ,,Girungswasserstoff, der fiir gewohnlich dic 
Hydrierung des intermediir auftretenden Acetaldehyds zum Weingeist 
volizieht, aber bei Anwesenheit geeigneter Wasserstoffakzeptoren diese 
ergreift. Als Folge davon ist unter den Endprodukten der Garung 
alsdann Acetaldehyd in vermehrter Menge nachzuweisen®); das ist auch 


1) Heckel, M. 29, 15, 1908; Samec, ebendaselbst 29, 55, 1908; Abder- 
halden und Weil, H. 88, 272, 1913. 

*) Neuberg und Steenbock, diese Zeitschr. 52, 494, 1913; Newberg und 
Nord, ebendaselbst 62, 482, 1914; Neuberg und Ringer, ebendaselbst 90, 
388, 1918. 

8) Neuberg und Hirsch, Ergebn. d. Phys. 21, 433, 1923. 
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Garung der @-Keto-n-capronsaure. 






in meinen Versuchen der Fall gewesen, indem neben viel n-Valeraldehyd 































atiirlicl uw 
die ak eine kleine Quantitat Acetaldehyd zugegen war. Als Quelle desselben ef 
in und § mochte ich die Kohlenhydrate der Hefe betrachten, die teils als 3 
en der § Glykogen, zum Teil in anderer Gestalt vorhanden sind und sich nach ae 
- kann §f den Untersuchungen von Harden und Young'), Lebedew?) sowie Buchner Y 
t-Keto. und Meisenheimer®) auch in Hefensiéften vorfinden, und zwar in nicht ' 
1 mehr unwesentlichen Mengen. : 
esitzt, Jingst haben’ nun Neubesg und v. May‘) dargetan, daf man te 
ch der § sekundare Veranderungen des aus der «-Ketosiure durch Carboxylase- 4 
eichter wirkung gebildeten Aldehyds ausschlieBen kann, wenn man die Ver- .) 
girung in Gegenwart von Sulfit bei einer geeigneten Wasserstoff- - 
fe ver. jonenkonzentration vornimmt, die man am besten in diesem Falle / 
Saure durch ein Gemisch von Natriumacetat + Essigsiure5) herstellt. Tat- } 
vender sichlich gelang es auch im Falle der Vergirung von «-Keto-n-capron- | 
zen in siure, mit diesem Hilfsmittel die Ausbeute an n-Valeraldehyd erheblich ae 
lation zu steigern und die an Amylalkohol herabzudriicken. Daf sich iberhaupt ae 
stand, etwas Amylalkohol bildet, findet wohl darin seine Erklirung, dai "oye 
hende die Sulfit-Komplex-Verbindung der zu vergirenden «-Keto-n-capron fF 
ystem siure nicht ganz bestindig ist, sondern wie die Sulfitverbindung des r] ; } 
zellen zunichst erzeugten n-Valeraldehyds in gewissem Umfange der Disso- ’ x 
oder ziation anheimfallt®). Derjenige Teil des n-Valeraldehyds, der in freiem 1 
Zustande auftritt, ist dann der phytochemischen Reduktion zugianglich. “a 
Proz. Die Einzelheiten ergeben sich aus der Beschreibung der Versuchs- I 
ange- anordnung und aus den experimentellen Ergebnissen. An dieser Stelle 
moéchte ich nur noch betonen, daB die Gairung der o-Keto-n-capron- | 
| und siure nicht allein glatt, sondern auch schnell vonstatten geht. | 
von Die fiir die Versuche benétigte «-Keto-n-capronsiure wurde nach : 
myl- den Angaben von Kondo®) bereitet. 4 
ell Versuch 1: 6ccm m/5 a-Keto-n-capronsiure, 6ccm Wasser und i} 
lich, 1g Trockenhefe (Patzenhofer) wurden zusammen kriftig durchge- i 
ment schiittelt. Nach Einbringen von 10 ccm des Gemenges in ein Eudio- | 
meter wurden in 24 Stunden 5ccm Kohlensiure entwickelt. © } 
e 5 
reist Versuch 2: Fiigte man zu der Aufschwemmung von 1 g Trocken- 1 
one hefe in 6ccm Wasser zuletzt 6 ccm m-Keto-n-capronsiure, so flockte 
ung die Hefe aus, und es kam. zu keiner nennenswerten Kohlensiure- | 
uch produktion. } 
ion, 1) Harden und Young, B. 87, 1052, 1904. / 
*) Lebedew, diese Zeitschr. 20, 114, 1909; 28, 213, 1910. 
oa 3) Buchner und Meisenheimer, B. 89, 3201, 1906. | 
90, 4) Neuberg und v. May, diese Zeitschr. 140, 299, 1923. i 





5) Siehe Ber. 52, 1682, 1919; 68, 462, 1920. 
6) Diese Zeitschr. 38, 407, 1912. 
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Versuch 3: 6ccm der m/5 Ketosiure wurden mit 6 ccm m/5 Di- 
natrium-phosphatlésung und 1 g Trockenhefe versetzt. Nach 15 Mi. 
nuten begann die Garung. Diese lieferte mit 10 ccm der Mischung 
in 4 Stunden 9ccm, innerhalb 24 Stunden 14,5ccm und dann nach 
dem Einbringen in einen Thermostaten noch 4,3 cem, also im ganzen 
18,8 cem CQ,. 

Versuch 4: 1g Trockenhefe mit 6ccm der Phosphatlésung und 
6ccm Wasser ergab auch im Brutschrank keine Kohlensaure. 

Versuch 5: 6ccem m/5 Ketosiure, 6 ccm Dinatrium-phosphat- 
lésung und 3g Trockenhefe bildeten im Thermostaten innerhalb 
24 Stunden 17 ccm Kohlendioxyd. 

Versuch 6: In 18ccm Mazerationssaft aus Patzenhofer Hefe wurden 
vorsichtig 0,13 ccm reine Ketosaure eingetragen; dabei trat eine deut- 
liche Triibung ein. 17 ccm der Mischung wurden in ein GasmeBrohr 
gebracht. Zunichst war die Kohlendioxydproduktion gering, nach 
24 Stunden waren jedoch bei Zimmertemperatur 8,5 cem CO, abgegeben. 

Versuch 7: 18ccm Mazerationssaft aus Patzenhofer Hefe, 5 ccm 
m/5 Dinatriumphosphat, 0,5cem Toluol und 0,13 cem Ketosiure. 
Die Entwicklung von Kohlendioxyd setzte bald ein und betrug im 
Brutschrank innerhalb 48 Stunden 10,5cem Gas fiir 16ccm der Mischung. 

Versuch 8: Die Wiederholung desselben Versuches mit Saft aus 
Hefe Senst lieferte 17,6 ccm CO,. 

Versuch 9: Wie Nr. 8, nur mit dem Unterschiede, daB der Phosphat- 
zusatz nach Zugabe der freien Siure geschah. Es erfolgte dabei eine 
Koagulation und eine Schidigung des Girsystems, die sich darin aus- 
driickte, daB innerhalb 24 Stunden nur 3ccm und innerhalb zweier 
Tage lediglich 5,4 cem CO, frei wurden. 

Versuch 10: Versuch wie Nr. 8 unter Zugabe von 1,5 ccm Toluol. 
Aus 15,5cem wurden in 24 Stunden bei Zimmertemperatur 12,5 ccm 
CO, erhalten. 

Versuch 11: 18 ccm eines Saftes aus Sensthefe und 0,13 g a«-Keto-n- 
capronséure. 14ccm des Gemisches kamen mit Toluol in die Eudio- 
meterrohre ; es entstanden 12,5 ccm CO,. 

Versuch 12: Wiederholung von Versuch 10 mit Saft aus Patzen- 
hofer Hefe. Kohlensiiuremenge 9,8 ccm. 

Versuch 13: Wiederholung von Versuch 11 mit Patzenhofer Hefe. 
Ertrag 17 ccm CQ,. 

Versuch 14: 0,13g Ketosiure, 5 ccm Wasser, 5ccm Phosphat- 
lésung, 1 g Trockenhefe (Patzenhofer). 7 ccm und 0,5cem Toluol wurden 
in das Garrohr eingefiihrt. Die Kohlensiureentwicklung begann fast 
augenblicklich. Nach 12 Stunden waren bereits 14,4 ccm CQ, ent- 
standen. Das entspricht einer Decarboxylierung zu 92 Proz. der Theorie. 
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Versuch 15: 0,13 g Ketosiure, 13 com Wasser, 1 com m-Dinatrium- 
sulfit, 1 cem Acetatpuffer sowie 2g Trockenhefe. Von dem gut um- 
geschiittelten Gemenge wurden 13,5 ccm in das Eudiometer tibergefiihrt. 
Die Reaktion setzte sofort ein und wurde nach 5 Minuten lebhaft. In 
14 Stunden waren bereits 14 ccm CO, entbunden (bei 20°). Der An- 
satz kam in den Brutschrank, und tiber Nacht wurden im ganzen 
16,5cem CO, frei. 

Versuch 16: Kontrollversuch ohne die Ketosiure. Innerhalb 
24 Stunden minimale Spur CQ,. 

Versuch 17: Wiederholung von Versuch 15 bei Zimmertemperatur. 
Innerhalb 48 Stunden wurden 18,2 cem CO, entwickelt. 

In den Versuchen mit freier Siure oder mit dem Gemisch von freier 
Saure und Dinatriumphosphat gab sich das Auftreten von Valeraldehyd 
durch dessen charakteristischen Geruch ohne weiteres zu erkennen; 
bei den Ansatzen mit Sulfit dagegen war der Geruch schwach, da der 
Valeraldehyd zum allergréBten Teil an das schwefligsaure Salz ge- 
bunden war. 

Versuch 18: 0,26g der «-Keto-n-capronsiure wurden in 26 ccm 
Wasser gelést und mit 2ccm m-Dinatriumsulfitlésung, 2 ccm Acetat- 
puffer sowie 4g Trockenhefe Patzenhofer versetzt. 

Nach 24stiindigem Stehen im Brutschrank wurde der Aldehyd 
in gewohnter Weise gemiB den Angaben von Newberg und Reinfurth 
abdestilliert, wobei verdiinnter reiner Alkohol als Vorlage diente. 
Die Menge des Destillats betrug 175ccm. Hierin wurden gefunden 
0,1321 g Valeraldehyd, gleich 70 Proz. der Theorie. 

Versuch 19: Zu 0,26 g Ketosiiure in 10 ccm Wasser wurden 
10ccm m/5 Dinatriumphosphat sowie 4g Patzenhofer Hefe gefiigt. 
Nach der Digestion wurde der n-Valeraldehyd abgeblasen. Von diesem 
wurden 28 Proz. der Theorie festgestellt. 


Versuch 20: 5,2 g reine «-Keto-n-capronsiure wurden mit 520 ccm 
Wasser, 40 ccm m-Dinatriumsulfitlisung sowie 40 ccm Acetatpuffer 
nebst 80g Trockenhefe Patzenhofer zusammengebracht. Die Garung 
begann stiirmisch. Nach 28stiindiger Aufbewahrung im Brutschrank 
schritt ich zur Aufarbeitung. Das Gesamtvolumen betrug 660 ccm. 
600 cem wurden nach Neutralisation mit Soda und Behandlung mit 
Bariumchlorid in itblicher Art iiber Calciumcarbonat destilliert. Es 
gingen Oltropfen in reichlicher Menge iiber. Das gesamte Destillat 
wurde mit Ather ausgezogen und die atherische Schicht alsdann 
mit Bisulfit ausgeschiittelt. Dabei schied sich die Doppelverbindung 
von schwefligsaurem Salz mit n-Valeraldehyd teilweise kristallinisch 
ab. Es war dreimalige Ausschiittelung mit Bisulfit erforderlich. Die 
ausgefallenen Kristalle wurden in Wasser gelést, und dazu wurde 
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452 H. K. Sen: Garung der @-Keté-n-caprénsaure. 


die wisserige Sulfitlésung gegeben. Das Gemenge wurde alsdann 1\i 
iiberschiissigem Calciumcarbonat destilliert. Es verfliichtigte sich eine 
stark nach Valeraldehyd riechende wisserige Flissigkeit. Dieselbe zeivi« 
eine mabige Nitroprussidnatriumreaktion, die auf einen Gehalt ay 
Acetaldehyd hinwies. Bei Zugabe von 5g p-Nitro-phenylhydrazin jn 
Essigsiiure fiel ein Ol aus, das in wenigen Minuten beim Umrihren mit 
einem Glasstabe kristallinisch erstarrte. Nach 1stiindigem Stehen 
wurde die feste Masse abfiltriert und zuerst mit verdiinnter Essiv- 
siure und schlieBlich griindlich mit Wasser gewaschen. Die auf Ton- 
scherben getrocknete Substanz wog 3,1 g, welche ohne weiteres bei 70" 
schmolz, wihrend das reine n-Valeraldehyd-p-nitro-phenylhydrazon 
bei 73 bis 74° schmilzt. Dieser hdhere Schmelzpunkt wurde auch nach 
einmaligem Umkristallisieren erhalten. Ausbeute und Schmelzpunkt 
des Rohproduktes lehren, daB Acetaldehyd héchstens in unbedeutenden 
Mengen vorhanden gewesen sein +konnte. 

0,0991 g Substanz: 16,7 cem N, (19°, 759 mm). 

C,,H,;N;0,. Ber. N = 19,00 Proz.; gef. N = 19,26 Proz. 

In der mit Bisulfit ausgezogenen atherischen Schicht muBte sich 
der n-Amylalkohol befinden. Zu seiner Isolierung wurde die aitherische 
Lésung zweimal mit Wasser gewaschen und mit Glaubersalz ge- 
trocknet. Nach dem Vertreiben des Athers am Birektifikator hinterblieb 
ein Ol, das bei Destillation aus einem kleinen Kélbchen unter gewohn- 
lichem Druck 0,6 ccm konstant bei 138° siedenden n-Amylalkohols 
lieferte. Derselbe wies alle Eigenschaften auf, die dieser Verbindung 
zukommen. 

Mit 60 ccm des Girgutes wurde eine Aldehydtitration ausgefiihrt, 
die einen Gehalt von 86 Proz. Valeraldehyd anzeigte. 


Versuch 21: Bei Anstellung eines Versuches mit 2,6 g Ketosaure, 
100 cern Wasser, 100ccm m/5 Dinatriumphosphatlésung und 40 ¢ 
Patzenhofer Hefe ergab sich nur eine Ausbeute von 18 Proz. Valer- 
aldehyd, dafiir aber mehr Amylalkohol, von dem 1,5 ccm _ isoliert 
werden konnten. 

Diese Ausbeutenverhiltnisse zeigen deutlich, daB eine Zugabe 
von sekundarem schwefligsaurem Salz die reine carboxylatische Spaltung 
begiinstigt. 

Bei der optischen Priifung [im Halbmikroapparat nach Neuberg')] 
erwies sich der Amylalkohol stets als nicht drehend. 


1) Neuberg, diese Zeitschr. 67, 102, 1914. 
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Die photodynamische 
Sensibilisierung der Protozoen und der Satz von Talbot. 


Von 
W. W. Efimoff. 
(Aus dem biophysikalischen Institut zu Moskau.) 
" (Bingegangen am 21. Juni 1923.) 


Die Beleuchtung mit hellem Sonnenlichte ist fiir die im Heuinfus 
oder Teichwasser vorhandenen Protozoen unschiidlich. Bei Zusatz 
aber von fluoreszierenden Stoffen, z. B. Eosin, die im Sonnenspektrum 
Absorptionslinien aufweisen, zu den genannten Aufschwemmungen, 
gehen die Protozoen unter sonst gleichen Bedingungen schnell zugrunde. 
Diese Erscheinung wurde als photodynamisch oder Sensibilisierung 
bezeichnet, weil die fluoreszierenden Stoffe die lebende Zelle sensi- 
bilisieren, indem sie sie empfindlich fiir lange Lichtwellen machen. 

Nach Raab (1), Tappeiner (2), Metzner (3), Pincussen (4) gehen fast 
alle pflanzlichen und tierischen Gewebe unter Einwirkung kleinster Mengen 
sensibilisierender Stoffe zugrunde. Im Dunkeln wurden die photodynami- 
schen Erscheinungen nicht beobachtet. 

Bei unseren Versuchen lebten und teilten sich Infusorien (Para- 
maecium, caud.) in einer Eosinlésung bei Lichtabwesenheit im Laufe 
von 41 Tagen. 

Da wir es bei der Sensibilisation augenscheinlich mit einer photo- 
chemischen Reaktion zu tun haben, so stellten wir uns die Aufgabe, 
die Anwendbarkeit des Talbotschen Gesetzes fiir diese Reaktion zu 
priifen, das fiir viele photochemische Prozesse zutrifft, z. B. bei Ent- 
farbung, fiir peripherisches Sehen [Lasareff(5)], fiir phototrope Er- 
scheinungen bei Pflanzen [Natanson (6)] usw. 

Den einfachsten Ausdruck fiir das Talbotsche Gesetz gab Lasareff: 
,Zur Gleichheit photochemischer Einwirkungen konstanten und 
flimmernden Lichtes ist Gleichheit der zugefiihrten Energie waihrend 
der Anderungsperiode des Lichtes notwendig.“ 

Bezeichnen wir nun die Lichtstirke mit ,,/‘‘ bei konstantem und 
J,‘ bei flimmerndem Lichte, die Beleuchtungsperiode bei ersterem 
durch ,,t‘‘, bei letzterem durch ,,t,“‘, so kann das Gesetz folgendermafen 
ausgedriickt werden: 

Jt=J,t,. 

Im Falle der Sensibilisierung von Protozoen wird das Gesetz 

dann zutreffen, wenn bei gleicher Menge zugefiihrter Energie die 
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454 W. W. Efimoff: 
Protozoen durch fluoreszierende Substanzen zu gleicher Zeit zugrunde 
gehen, sowohl bei flimmerndem, als auch bei konstantem Lichte. 
Als Objekt der Sensibilisation dienten das Infusorium Paramaecium 
caudatum im iiblichen Heuinfus. Letzterer wurde mit der Pipette ent- 
nommen und durch Eosinlésung derart auf das Doppelte verdiinnt, dai 
die Konzentration das Verhiltnis von 0,0005 g : 1ccm besa8. Die Eosin- 
lésung mit Infusorien wurde zu je 3 Tropfen (gleicher GréBe) mit der- 
selben Pipette auf zwei Glasplatten aufgetragen, die Vertiefungen besafen. 
Die Platten wurden alsdann umgedreht und wie ein Deckel iiber 

ein GefiB mit Wasser gebracht. 

Dadurch wurde Austrocknen der hangenden Tropfen verhindert, 
und die Eosinkonzentration blieb gleich. Oberhalb des GefaiBes befand 
sich eine 1000-Kerzen-Lampe, deren Lichtintensitét mittels Rheostats 
nach einem Amperemeter reguliert wurde. Zwischen Lampe und Gefis 
befand sich ein zweites GefiB mit Wasser fiir die Warmeabsorption. 
Ein Zylinder aus schwarzem Karton mit Offnung nach unten umhiillte 
diese Einrichtung. 

In einer Versuchsserie wurde die eine Platte fortwaihrend mit 
gleicher konstanter Lichtstiirke, die andere Platte mit flimmerndem 
Lichte bestrahlt. 

Da der Versuch verhaltnismaBig lange dauerte, von 30 bis 100 Mi- 
nuten, und das Objekt Paramaecium technische Schwierigkeiten fiir 
die Priifung des Talbotschen Gesetzes darstellt, so wurden die Be- 
strahlungs- bzw. Verdunkelungsperioden viel gréBer genommen als 
von V. Henri (7), namlich 2 bis 7 Minuten. Die Platten wurden periodisch 
mit der Lupe untersucht, die Expositionszeit dauerte 6 Sekunden. 
Es wurde die Unbeweglichkeit bei allen Infusorien konstatiert. Als 
Schlu8 der Reaktion wurde der Moment der vollstindigen Unbeweg- 
lichkeit der Infusorien bezeichnet. 

Da die Lichtstarke konstant war, so wechselte nur die Beleuchtungs- 
periode. Fir die Platte, die mit flimmerndem Lichte bestrahlt wurde, 
war sie also kiirzer. Damit letztere Platte die gleiche Energiemenge 
erhielt, muBte sie entsprechend langere Zeit bestrahlt werden. Damit 
das Gesetz Jt = J,t, sich hier geltend macht, sollte bei J = J, auch 
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Aus ae I ersieht man, daB auf Platte Nr. 2, die mit konstantem 
Lichte beleuchtet wurde, alle Infusorien schon in 40 Minuten zugrunde 
gingen; Platte Nr. 1, die mit flimmerndem Lichte bestrahlt wurde, 
und zwar bei 4 x 5 = 20minutiger Verdunkelung, wurde nach dem 
Tode simtlicher Infusorien auf der Platte Nr. 2 noch entsprechende 
Zeit von 4 x 5=20 Minuten der Einwirkung konstanten Lichtes 
ausgesetzt, damit auch sie die gleiche Menge Energie empfing. 
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Photodynamische Sensibilisierung der Protozoen usw. 


Tabelle I. 
Protokoll vom 23. April 1922. 

















| 


|| Perioden der | Stromstiirke 


i Platte is 
Zeit Ib aN sige rnrneree -———- —---—--—-----} Belichtung und | nac 

i Nr. 1 Nr. 2 | Verdunkelung | Amperemeter 
re | Verdunkelung Licht 5 | no 
9 00 | Licht | <i 5 33 
9 5 Verdunkelung | ; 5 33 
9 10 | Licht | e 5 Me 
9 15 | Verdunkelung | 2 5 ‘3 
9 20 | Licht | “ 5 3°3 
935 ‘|| Verdunkelung ‘ 5 a3 
9 30 | Licht ‘i 5 = 

| Alle Inf i h Sane ” 
9 35 ” °"togrinde mn 3,3 

” 
9 45 | ” | - 33 
cea, . | a 3,3 
Alle Infusorien gehen 


zugrunde 


In 18 Minuten waren alle Infusorien auch hier tot. Eine Differenz 
von 2 Minuten spielt bei Versuchen mit Infusorien keine Rolle. In 
einer zweiten Serie von Versuchen wurden beide Platten der Einwirkung 
flimmernden Lichtes von wechselnder Starke ausgesetzt. 

Tabelle II bestatigt das Zutreffen des Talbotschen Gesetzes 
auch hier. 

Wie angefiihrte Versuche zeigen, ist ¢/t, fast gleich 1; d.h. das 
Talbotsche Gesetz ist anwendbar bei photodynamischen Erscheinungen 
trotz der groBen Beleuchtungs- bzw. Verdunkelungspausen. «Wire 
die photochemische Reaktion der Sensibilisation reversibel, so hatten 
wir wahrend der Verdunkelung eine entgegengesetzte Richtung der 
Reaktion konstatieren kénnen, und das Talbotsche Gesetz wiirde hier 
nicht gelten, folglich ist die Reaktion praktisch irreversibel. 





Tabelle II. 
Perioden | Stromstarke Boticheane der | Bs. calla a 
in Minuten Ampere | Platte Nr. 1 Platte Nr. 2 t 
3 3,3 24 25 0,96 
2 3,3 22 26 0,84 
5 3,3 38 38 1,00 
3 3,7 39 36 1,08 
5 2,75 40 35 1,14 
+ 3,8 56 52 1,07 
5 325 | 31 30 1,03 
3 3,8 16 16 1,00 
7 3,3 51 50 1,02 
6 3,8 53 64 0,82 


Mittel. . 
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456 W. W. Efimoff: Photodynamische Sensibilisierung d. Protozoen us\.. 


SchiuBfolgerungen. 


1. Das Talbotsche Gesetz trifft fir die photodynamischen [r-. 


scheinungen bei Protozoen (mit Eosinzusatz) zu. 

2. Diese Reaktion ist praktisch irreversibel. 

Zum SchluB spreche ich Herrn Prof. Dr. P. Lasareff fiir die An.- 
regung zu dieser Arbeit meinen tiefsten Dank aus. 


Literatur. 


1) O. Raab, Zeitschr. f. Biol. 8, 1900; 44, 1902. — 2) H. Tappeiner 
und A. Jodlbauer, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 80, 1904; H. Tappeiner 
Ergebn. d. Physiol. 8, 1909. — 3) P. Metzner, diese Zeitschr. 118, 1921. — 
4) L. Pincussen, Ergebn. d. Physiol. 19, 1921. — 5) P. Lasareff, Moskau 
1918. — 6) Nathanson, Jahrb. f. wiss. Botanik 1908. — 7) V. Henri, Arch. 
d. scienc. Phys. 1918 (russisch). 
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Apparat zur Mikro-Ultrafiltration. 


Von 


Adolf Thiessen. 
(Aus dem Institut fiir anorganische Chemie der Universitat Géttingen.) 
(Eingegangen am 21. Juni 1923.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


AnlaBlich einer Untersuchung iiber den Kalkgehalt von Kérper- 
fliissigkeiten stellte sich die Notwendigkeit heraus, aus diesen die 
KiweiBkorper vollstindig zu entfernen. Von einer Fillung mit 
chemischen Agenzien muBbte abgesehen werden, um die Gleichgewichte 
der Lésungen in keiner Weise zu beeinflussen. Es lag demnach nahe, 
die EiweiBstoffe durch Ultrafiltration zu entfernen. Geeignetes Material 
an Ultrafiltern stand zur Verfiigung in den ,,Ultrafeinfiltern’ von 
Zsigmondy. Diese Filter sind in verschiedenen Porenweiten herstellbar ; 
als MaB fiir den Durchmesser ihrer weitesten Offnungen wurde von 
Zsigmondy ihre Durchlassigkeit fiir verschiedene reine Farbstoffe be- 
nutzt.- Es hatte sich bei Filtrationsversuchen mit Blutserum ergeben, 
daB fir Kongorot undurchlissige Ultrafeinfilter auch Eiwei8 vollkommen 
zurickhielten. Die diesbeziiglichen Versuche wurden mit gréBeren 
Mengen tierischen Blutserums angestellt. Die Filtration geschah in 
einem Druckluftfiltrationsapparat unter dem Druck von 40 bis 80 Atm., 
um eine méglichst groBe Filtrationsgeschwindigkeit zu erzielen. Die 
Ultrafiltrate wurden mit Hilfe der Biuretreaktion auf EiweiB gepriift. 
Der stets negative Ausfall der Probe lieB auf praktisch vollkommene 
Abwesenheit von EiweiBstoffen im Ultrafiltrat schlieBen. 

Als entsprechende Versuche angestellt werden sollten an Serum 
von menschlichem Blute, das zum Teil nur in sehr geringen Mengen 
zur Verfiigung stand, ergab sich die Notwendigkeit, einen Ultrafiltra- 
tionsapparat fiir sehr kleine Mengen zu bauen. Um moglichst kurze 
Filtrationsdauer zu gewihrleisten, muBte dieser Apparat gleichfalls 
fir Filtration unter Druck eingerichtet sein. Als zweckmaBig und 
brauchbar ergah sich als Resultat vieler Versuche folgende Anordnung 
(s.. Abbildung), die die am Ultrafiltrationsapparat nach Zsigmondy') 


1). Zeitschr. f. angew. Chem. 26, 447, 1913. 
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. besserungen verwerten konnte?). schnei¢ 
Kin TrichtergefaB 6 aus starkem Jenaer Geriiteglas tragt oben J iubere 
eine abgeschliffene Krempe k. Auf dieser liegt tiber einem Gummi. § drehun 
dichtungsring d die tellerférmig ausgedrehte, siebartig durchlochte § und D 

Filterplatte c, deren plangedrehter Rand iiber einem zweiten Gummi- in den 

dichtungsring e mittels einer plangeschliffenen Krempe das Vorrats. Kremy 

und DruckgefaB a trigt. Dieses besteht gleichfalls aus starkem Jenaer daB di 

Geriteglas und ist zur festen Verbindung mit dem Druckschlauch stehen 

am Ansatzstiick mit einer Olive versehen. ZusammengefaBt werden nahme 

die genannten Teile durch zwei Klemmringe die Se 

die wiederum durch drei Schrauben mit Fliigel- der K 

muttern A aneinander gehalten und gegen. einges 

einander bewegt werden kénnen. Die Krempen Fliige! 

| des Auffangtrichters und des Vorratsgefibes Besch 
i ruhen in passenden Ausdrehungen der Klemm. Schra 
' rin ge. werde 
Um Beschadigungen des Glases beim Fest- kleine 

ziehen der Schrauben zu vermeiden, liegen Darat 

zwischen den Klemmringen und den Glaskrempen und 

federnde Gummiringe i. Das Herauspressen der weite 

Gummidichturng e durch den Druck im Innern sind ¢ 

des GefaiBes a wird verhindert durch einen Stufen- sie 0 


Abb. 1. 





ring f, der auf der Filterplatte aufliegt und Dabe 

deren Rand ziigig umfaBt, wihrend seine innere Ausdrehung den einan 
Gummiring e eng umschlieBt. Auf diese Weise wird die Gummi- Mabs 
dichtung am Ausweichen verhindert und zugleich zentriert. 
Das Zusammensetzen der Apparatur geschieht auf folgende Weise : gefit 

In die ausgedrehten Stufen der beiden Klemmringe g werden die Gummi- fester 
ringe ¢ hineingedriickt. Alle Dichtungsringe sind vor dem Gebrauch mit Schle 
sehr wenig Vaseline leicht zu fetten?). Dann wird das TrichtergefaB } Tuch 
so in die Offnung des einen Ringes eingefiithrt, daB die Krempe auf den Split 
Gummi zu liegen kommt. Auf die abgeschliffene Kante der Flache einer 
wird jetzt ein Gummiring d aufgelegt und auf diesen die Filterplatte c, Der 
deren konvexe Kriimmung nach unten gerichtet ist. In den Teller Stell 
der Filterplatte wird dann zunichst ein gewoéhnliches Papierfilter nach 
gelegt, das den siebartig gelochten Teil der Platte ganz bedecken muB8. die | 
Der Rand der Filterplatte darf nicht vom Papierfilter bedeckt sein. Dict 
Auf das angefeuchtete FlieSpapier erst. wird dann das Ultrafilter gelegt. 
a schr 
1) Die Apparatur wird hergestellt und vertrieben durch die ,,Verkaufs- gesc 
vereinigung Géttinger Werkstatten“, Gottingen W 3, der der Verfasser aus 
auch fiir die Uberlassung des Klischees verpflichtet ist. : 
*) Vielfach geniigt bereits Anfeuchten der Gummiringe mit Wasser. gefi 
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das auch den Rand der Platte bedecken und mit diesem gerade ab- 
schneiden soll. Nun wird der Zentrierring f so aufgelegt, daB er den 
juBeren Rand der Platte umfaft; in die frei gelassene innere Aus- 
drehung wird der Gummiring e eingedriickt. Nun wird das Vorrats- 
und DruckgefaiB a in entsprechender Weise wie vorher der Trichter 5 
in den zweiten Klemmring eingefiihrt und mit der abgeschliffenen 
Krempe auf den Gummiring e gesetzt. Dabei ist darauf zu achten, 
daB die in die Rander der Klemmringe eingefeilten Nuten iibereinander 
stehen; nur in diesem Falle stehen nimlich die Locher fiir die Auf- 
nahme der Schrauben genau senkrecht iibereinander. Nun werden 
die Schraubbolzen mit dem Gewinde nach unten in die Bohrungen 
der Klemmringe gefiihrt und in die darunter gehaltenen Fliigelmuttern 
eingeschraubt. Mittels eines Schraubenziehers werden bei festgehaltenen 
Fligelmuttern die drei Schrauben der Reihe nach festgezogen. Um 
Beschidigungen der Glaskrempen durch ungleichmaBiges Anziehen der 
Schrauben zu vermeiden, miissen diese sehr gleichmaBig festgezogen 
werden. Es ist daher nétig, eine einzelne Schraube erst nur um einen 
kleinen Betrag, anfangs um héchstens eine Drehung etwa, zu drehen. 
Darauf wird die nachste Schraube um den gleichen Betrag gedreht, 
und schlieBlich die letzte. Erst dann wird wieder die erste Schraube 
weiter angeholt und so fort. Mit zunehmendem Festziehen der Schrauben 
sind deren Drehungsbetrige immer kleiner zu wahlen; zum SchluB sollen 
sie nur noch um Bruchteile einer Vierteldrehung gedreht werden. 
Dabei ist darauf zu achten, daB die Abstiinde der Klemmringe von- 
einander bei den verschiedenen Schrauben gleich sind, was mit einem 
MaBstabe, am besten mit der Schieblehre, leicht festzustellen ist. 

Nach dem Zusammensetzen der Apparatur werden in das Druck- 
gefaB a etwa 3ccm Wasser gefiillt und der Schlauchansatz mit einem 
festen . Druckschlauch verbunden, der mittels einer gut passenden 
Schlauchschelle festgehalten wird. Nun wird die Apparatur mit einem 
Tuche umwickelt, um bei etwaigem Zerspringen Verletzungen durch 
Splitter zu vermeiden, und langsam unter Druck gesetzt, indem aus 
einer Bombe durch ein Reduzierventil langsam Gas eingelassen wird. 
Der Druck darf bis auf 5 bis 6 Atm. gesteigert werden. Wird an einer 
Stelle Wasser aus dem DruckgefiB gepreBt, so ist an dieser Stelle, 
nachdem die Apparatur wieder unter normalen Druck gesetzt ist, 
die Schraube ein wenig fester anzuziehen und der Apparat erneut auf 
Dichtigkeit zw priifen. Ist diese vollkommen erreicht, so wird das 
Wasser durch die zu filtrierende Substanz ersetzt und wie oben be- 
schrieben erneut unter Druck gesetzt. Das Einfiillen der Substanz 
geschieht am besten mittels einer geniigend langen Pipette mit diimn 
ausgezogenem AusfluBrohr, die in den Schlauchansatz des Druck- 
gefiiBes eingefiihrt wird. 
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460 A. Thiessen: Mikro-Ultrafiltration. 


Wird das Druckgefi8 durch einen niedrigen zylindrischen Glasring 
mit plangeschliffener Krempe ersetzt, so kann der Apparat fiir Vakuum.- 
ultrafiltration benutzt werden, wie der entsprechende groBe Apparat 
nach Zsigmondy"). In diesem Falle kann auf die obere Gummidichtung , 
verzichtet werden. Die abgeschliffene Krempe wird dann einfach 
auf das Ultrafilter oder Membranfilter?) gesetzt. In dieser Form wurde 
der Apparat benutzt zur Filtration fein verteilter Niederschlige fiir 
quantitativ mikroanalytische Zwecke und bewihrte sich dabei aus- 
gezeichnet’). 

Die Filterplatte kann, je nach dem Verwendungszweck, aus ver- 
zinntem Messing, Aluminium, siurefestem V,A-Stahl oder Porzellan 
hergestellt werden. Die als Kugelsegment ausgebildete Unterseite der 
Filterplatte bewirkt, daB das Ultrafiltrat auch bei langsamer Filtration 
stets in der Mitte der Platte abtropft und nicht am Rande des Auf- 
fangtrichters abrinnt. Kapillares Eindringen des Filtrats in die unteren 
Dichtungsfugen und etwaiges Festhaften an diesen Stellen, das Ver- 
luste bedingen kénnte, wird dadurch vermieden. 


1) Zeitschr. f. angew. Chem. 26, 447, 1913. 

*) Zsigmondy und Bachmann, Zeitschr. f. anorg. u. allgem. Chem. 103, 
119, 1918. 

8) Thiessen, Dissertation Géttingen 1923. 
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Eine Methode zur nephelometrischen Bestimmung 
kleinster EiweiBmengen. 


Von 
P. Rona und H. Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat, 
Charité Berlin.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1923.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


A. Einleitung. 

Nephelometrische Bestimmungsmethoden sind bisher fir die 
Phosphorsiiure (1) und fiir Calcium (2) ausgearbeitet worden. Bei dem 
weiteren Ausbau der nephelometrischen Methode lag es nahe, den 
Versuch zu machen, ihr die Bestimmung von Eiwei8 einzuordnen. Denn 
einmal war es wahrscheinlich, daB Eiweif infolge der GréBe seines 
Molekils und seiner Neigung, in kolloidaler Form aufzutreten, nephelo- 
metrisch gut brauchbare homogene und dauerhafte Triibungen ergeben 
wiirde, und andererseits schien es, speziell im Hinblick auf das Studium 
peptischer Verdauung, wiinschenswert, eine Methode zu besitzen, die 
schnelle und einfache Reihenversuche zur Bestimmung von Eiweib- 
konzentrationen erméglicht. 

Der Versuch, die Triibung, die eine EiweiBlésung mit einem eiweib- 
fillenden Reagens liefert, zu analytischen Zwecken zu verwenden, 
ist bereits mehrfach gemacht worden. Doch ist er fast stets in Form 
einer Grenzbestimmung angestellt worden, d. h. es ist — speziell bei 
der Bestimmung von Pepsinmengen — diejenige Verdiinnung eines 
wirksamen Ferments ermittelt worden, nach deren Einwirkung die 
als Substrat dienende EiweiSlésung gerade noch oder gerade nicht 
mehr eine Triibung mit einem eiweifbfillenden Reagens liefert. 

So verwendet Jacoby-Solms (3) die Triibung schwacher Ricin- 
lésungen, Fuld-Levison (4) saure Lésungen von Edestin als Substrat 
und NaCl als Fillungsmittel, Gross (5) saure Lésungen von Casein 
und Natriumacetat als Fallungsmittel. Michaelis (6) ermittelt diejenige 
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462 P. Rona u. H. Kleinmann: 
Fermentverdiinnung, die gerade Auflésung einer mit Sulfosalicylsiure 
aus Serum hergestellten EiweiBtriibung bewirkt. 

Der Versuch nephelometrisch, d. h. aus dem Vergleich einer un. 
bekannten EiweiBtriibung mit einer solchen bekannter Konzentration 
EiweiBmengen exakt analytisch zu messen, ist bisher zweimal gemacht 
worden. Von Henri Bénard und Albert Laborde (7) liegt eine kurze 
Mitteilung tiber nephelometrische EiweiSbestimmung vor, ohne dai 
irgend eine methodische Bearbeitung gegeben wire. 

Des weiteren ist von Rusznydk (8) eine Methode zur Bestimmung 
des Albumin-Globulinquotienten im Serum angegeben, die auf dem 
nephelometrischen Vergleich einer durch Neutralsalze hergestellten 
GesamteiweiBtriibung von Serum gegen eine Triibung, die aus demselben 
Serum nach Aussalzung und Abfiltration der Globuline hergestellt 
wird, beruht. 

Diese Methode ist im Prinzip falsch. Ihr theoretischer Fehler beruht 
auf dem Vergleich zweier Triibungen, deren kolloider Zustand (Disper- 
sitét usw.) vOllig verschieden ist, wiahrend zur nephelumetrischen Er- 
mittlung einer Konzentration, wie in friiheren Arbeiten ausfiihrlich 
gezeigt wurde, gerade die véllige Gleichheit aller kolloidclhemischen Faktoren. 
wie TeilchengréBe u. a., unbedingt notwendige Voraussetzung ist. Rusznydk 
vergleicht aber Triibungen, von denen die eine Albumine und Globuline, 
die andere nur Albumine enthalt. Da nun Albumine und Globuline ein 
vollig verschiedenes kolloidales Verhalten aufweisen, ja gewissermaBen 
direkte Gegensitze bilden, so sind die verglichenen Triibungen villig 
inkommensurabel. Dies zeigt sich auch, wie wir ersehen konnten, darin, 
da8 Triibungen aus Albumin allein eine ganz andere Farbung im Nephelo- 
meter aufweisen als diejenigen, die aus Albumin und Globulin bestehen. 

Zu diesem prinzipiellen Fehler kommt hinzu, daB EiweiStriibungen, 
wie sie Rusznydk mit Neutralsalzen herstellt, véllig ungeeignet zur nephelo- 
metrischen Messung sind. Die Triibungen zeigen stets die Tendenz zu 
flocken. Es erscheinen kurze Zeit nach Herstellung der Triibung feine 
Fasern, die mit der Zeit zu gréBeren Flocken anwachsen und die Messung 
vollig ungenau gestalten. Es mu8 daher die Triibung, die aus Eiweis- 
l6sungen durch Einwirken von Neutralsalzen erzielt wird, als nicht geeignet 
fiir nephelometrische Untersuchungen bezeichnet werden. 

Hieraus ergab sich fiir uns die Notwendigkeit, eine geeignete 
Reaktion und ihre Bedingungen zur Erzielung homogener und halt- 
barer EiweiBtriibungen zu suchen und auf ihrer Grundlage systematisch 
eine nephelometrische EiweiBbestimmungsmethode aufzubauen. 


B. Herstellung einer nephelometrierbaren EiweiStriibung. 

Zur Herstellung einer haltbaren und vdllig homogenen EiweiS- 
triibung, wie sie zur nephelometrischen Untersuchung notwendig ist, 
wurden systematisch die verschiedensten eiweiffillenden Reagenzien 
durchgeprobt. Als EiweiSlésung wurde wegen der leichten Beschaff- 
barkeit menschliches Blutserum benutzt, das mit physiologischer 
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Kochsalzlésung verdiinnt wurde. Es wurden variierend starke Ver- 
dinnungen von Serum mit Salzlésungen, Phosphorwolframsiure- 
jésungen, Ferrocyankaliumlésungen, Sulfosalicylsiurelésungen usw. 
versetzt. Alle angewandten Reagenzien erwiesen sich als ungeeignet, 
da sie stets starke Flockung bedingten. Am ehesten schien von allen 
untersuchten Reagenzien hinsichilich Empfindlichkeit und Eignung 
der Reaktion die Sulfosalicylsiiure verwendbar. Es wurde daher ver- 
sucht, die Bedingungen der Eiweib-Sulfosalicylsiurefallung zu variieren 
und sie durch Zusatz von Schutzkolloiden eventuell zu stabilisieren. 
Anderung der Aziditat des Fillungsmediums von n/20 bis n/l HCl 
hatte keinen sichtbaren EinfluB. Ebensowenig Zusiitze von Kiesel- 
siure und anderen Kolloiden. Glycerinzusatz schien die Flockung 
aufzuhalten, konnte ihren endgiiltigen Eintritt jedoch auch nicht 
verhindern. 

SchlieBlich aber gelang es, nach zahlreichen Versuchen zu einer 
fir nephelometrische Zwecke ganz hervorragend geeigneten Triibungs- 
reaktion zu kommen. 

Es zeigte sich, daB die Eiweiffaillung durch Sulfosalicylsiure nicht 
in Form einer flockigen Abscheidung, sondern in Form einer vollig 
homogenen und stabilen Triibung auftritt, wenn nach positiver Auf- 
ladung der EiweiBteilchen durch sehr starken Siurezusatz ihre Aus- 
fillung durch einen duBerst groBen SulfosalicylsiureiiberschuB  er- 
zwungen wird. 

Die zu diesen Vorversuchen.angewandten Lésungen waren folgende. 
Als EiweiBlésung dienten 5 ccm einer 1 : 100 mit 0,9proz. NaCl-Lésung 
verdiinnten Blutserumlésung (Mensch). Hierzu wurden 5 ccm gewoéhn- 
licher verdiinnter HCl, etwa 25proz., spez. Gew. 1,126, gegeben. 
Das Gemisch bleibt véllig klar und zeigt keinerlei Veranderung. Setzt 
man ihm eine} wisserige Lésung (es wurde 10proz. Lésung angewandt) 
von Natr. sulfosalicylic. zu, so entsteht eine Triibung, die mit bloBem 
Auge betrachtet, bei weiterem Zusatz von Sulfosalicylsiure bis etwa 
zu einer zugefiigten Menge von 10 ccm an Starke zunimmt. 

Diese Triibung ist vollkommen homogen und laBt auch bei starkster 
Beleuchtung keinerlei Inhomogenitit erkennen. Sie ist vollig frei 
von Flocken und in diesem Zustande iiber 1 Stunde lang haltbar. 
Nach dieser Zeit beginnt allmihlich eine feine Flockung, die aber 
erst nach mehreren Stunden eine GréBenordnung erreicht, die eine 
Abfiltration durch engporige Filter gestattet. 

Die Reaktion schien daher fiir unseren Zweck hervorragend ge- 
eignet und diente uns zur Grundlage einer systematischen Durch- 
arbeitung. Diese bestiitigte ihre Eignung und ergab die einzelnen 
Bedingungen, die die exakte nephelometrische Bestimmung kleinster 
EiweiBmengen erméglichen. 
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P. Rona u. H. Kleinmann: 


’» Untersuchungen der neuen Triibungsreaktion. 
I. EinfluB der Zeit auf die Triibung. 
Zuerst war es notwendig festzustellen, wie lange die Triibung 
haltbar bleibt, ohne ihre Struktur zu dindern. 


Zu diesem Zweck wurden EiweiStriibungen aus 5cem Serumver. 
diinnung 1:100, 5 cem HCl (25proz.) und 10 cem 10proz. Na-Sulfosalicy|. 
siiurelésung hergestellt und gegen eine als konstant anzusehende Triibung 
nephelometrisch tiber liingere Zeit hinaus verglichen. Da wir zur Zeit dieser 
Untersuchungen den in einer friiheren Arbeit beschriebenen Triibungs. 
standard noch nicht besaBen, wurde als haltbare Vergleichslésung eine 
entsprechend verdiinnte Starkelésung gewahit. Ihr Farbton entspricht 
nur angenihert dem der EiweiStriibung, erméglicht aber doch noch einen 
Helligkeitsvergleich. Die Starkelésung wurde auf die eine Seite des Nephelo- 
meters auf Skalenteil 40 gestellt und die EiweiBlésung auf der anderen 
Nephelometerseite auf gleiche Helligkeit eingestellt. Diese Einstellung 
wurde im Laufe einer Stunde alle 10 Minuten lang wiederholt und das 
Resultat durch Wiederholung in drei Parallelversuchen gesichert. 


Tabelle I. 
I. II. TIT. 





| Stellung d. | 
Zeit | Vergleichs: | 
|starkclosung 


Stellung d. - . 
Zeit | Vergleichs- — 
|starkelésung) =e 


Eiweif. 
lésung 


ae : Eiweif« 
Zeit | Vergleichss| 42 
|stirkelésung) losung 


| Stellungd. | 


| 


gh 40’ 24.0 |11h30’ 40 26,0 |1200" 40 


45 | 240 |11 40, 40 260 12 10, 40 | 
50 | 23,8 {11 50 40 26.0 [12 20; 40 | 
55 | 24,0 |11 60, 40 | 260 [12 30) 40 | 
00 | 240 |12 00 40 26,0 |12 40, 40 | 
10 24,1 112 10 40 | 260 112 50; 40 | 
20 | 24,0 |12 20 40 | 260 100; 40 | 
30 | 24,0 |12 30 40 26,0 1 10 40 | wi 
40) 240 j12°50 40 | 260 | 1 20; 40 | flocken 
Wie der Versuch zeigt, sind die EiweiBtriibungen rund 1 Stunde 
lang ohne irgendwelche Anderung ihrer Helligkeit haltbar. Sie er- 
reichen ihr Triibungsmaximum in wenigen Augenblicken nach Zusatz 
der Sulfosalicylsiure, wobei zu beachten ist, daB bei verdiinnteren 
Eiweiblésungen die Reifezeit ein wenig linger dauert als bei konzen- 
trierteren. Fiir alle in Frage kommenden Konzentrationen ist die 
Vorschrift giiltig, die Triibungen nach Zusatz der Sulfosalicylsiure 
5 Minuten lang stehenzulassen und dann anschlieBend zu nephelo- 
metrieren. Die Triibungen bleiben 1 Stunde lang unveriindert, doch 
ist es ratsam, die Nephelometrie nicht unnétig hinauszuzégern, da 
mitunter einmal, wenn auch nur als seltene Ausnahme, eine Triibung 
etwas frither zu flocken beginnen kann. Stets iiberzeuge man sich 
bei lange dauernden Reihenversuchen, ob die verglichenen Lésungen 
véllig homogen erscheinen. Eine beginnende Flockung ist bei einiger 
Ubung schon mit bloBem Auge bei Betrachtung der stark beleuchteten 
Flissigkeitssiule leicht erkennbar. 
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II. EinfluB der Reagenzmenge. 


Um festzustellen, welche Mengen Sulfosalicylsiiure notwendig sind, 
um eine maximale Triibung zu erzielen, wurden 5 ccm Serumverdiinnung 
1:100 mit steigenden Mengen 10proz. Sulfosalicyllésung in Form einer as 
geometrischen Reihe versetzt, mit aqua dest. auf das gleiche Volumen, i 
20cem, gebracht und gegeneinander nephelometrisch verglichen. 


Tabelle II, 
EinfluB der Reagenzmenge. 
5 cem Serumlésung (1: 100 verdiinnt) -+ 5 cem HCl + Na-Sulfosalicylsiure- 
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- ea lésung (10proz. Lésung 1 bis 10 ccm) + aqua dest. ad 20cem. : 
spricht eile a Wes. i 
| einen tie ae ea ee 5 m i 
»phelo- <== — == en Geen ween ; 
nderen Sulfosalicylsaurel., ccm | 1,0 | 16} BB OP OT 10 4 
ellung Nephelometerstellung . re 40 ..4 4 40 | 40 | 40 
wee — eee - 40 |1 — 28,011 — 16,41 — 108)1—7,1|1—3,9 
Cae eB aus fiinf Ablesungen. eo 
Da nach obiger Tabelle mit steigendem Sulfosalicylsiurezusatz . 1 
auch die Triibung stindig zunimmt, wurde die Reihe weiter fortgesetzt. "he i] 
__—me Als Endvolumen ergab sich nunmehr ein Volumen von 25 ccm, weshalb oH 
peels 6cem HCl zur Anwendung kamen. ' | 
8 af, 
Tabelle III. 7 
11,7 Einflu8 der Reagenzmenge. i 
yi 5 cem Serumlésung (verdiinnt 1: 100) + 6 cem HCl + Na-Sulfosalicylsiure- + 
117 lésung (12,5proz.) + aqua dest. ad 25 cem. ia 
11,7 ° eee 
11,3 ee Bank mes. 3 4 os 
_ Rilasletshaiione, © com H 2k: | 11,9 14,0 fs 
ocken ne eee een ao | 40 | 40 | 40 i 
ns -eastaguee taal at ee ae, Se | 424 |4—323| 4—40 | 4=40 “# 
unde Durchechnité sus al Ablesungen. 
eg Nach Tabelle III scheint ein Triibungsmaximum bei Zusatz von H 
a rund 12ccm 10proz. Sulfosalicylsiurelésung erreicht. 4 
a Den Einflu8 weiteren Sulfosalicylsiiurezusatzes priift folgender . | 
. Versuch, in dem eine Reihe mit Zusatz von 7 bis 14 ccm 20proz. Sulfo- | 
Samad salicylsiure untersucht wird. } 
saure 
helo- Tabelle IV. 
doch EinfluB der Reagenzmenge. 
, da 5eem Serumlésung (1: 100 verdiinnt) + 6 cem HCl + Na-Sulfosalicylsiure- 
bung lésung (20proz., 7 bis 14 ccm) + aqua dest. ad 25 ccm. 
sich Nr. 1 2 3 4 
ngen —, 
mi Sulfosalicylsiurelésung, ccm . . 7 OF -4., 9S 94 
dil Nephelometerstellung ..... . 40 ee? Sa 
eten MR Se ew ; 4—40 | 4—40 |4—396| 4—40 


Durchschnitt aus fiinf Ablesungen. 
















































































466 P. Rona u. H. Kleinmann: 
Wie der Versuch lehrt, steigert eine weitere Vermehrung der Sulfo. 
salicylsiuremenge die Triibung nicht mehr und beeinfluBt sie auch nicht. 

Ksist also zur Erzielung einer maximalen Triibung ein bestimmter, wind 
zwar recht betrichtlicher Uberschu8 an Sulfosalicylsiure notwendig, cer 
aber bei weiterer Vermehrung die maximale Triibung nicht mehr aindert. 

Als fiir alle nephelometrierbaren EiweiSkonzentrationen aus. 
reichender ReagenziiberschuB ergab sich die Anwendung: von 8 ccm 
20proz. Na-Sulfosalicylsiurelésung bei einem Gesamtvolumen der 
untersuchten Lésung von 20cem. Diese Reagenzkonzentration wurde 
als Regel den weiteren Versuchen zugrunde gelegt. 


III. Priifung auf Reproduzierbarkeit. 

Nunmehr wurde festzustellen versucht, ob die unter den angegebenen 
Bedingungen hergestellte EiweiBtriibung stets in gleicher Starke beliebig 
reproduzierbar ist; diese Eigenschaft bildet die Grundbedingung fiir dic 
nephelometrische Eignung der Reaktion. Zu diesem Zweck wurden seclis 
Parallelversuche mit 5ccm einer Serumverdiinnung 1:100 und _fiinf 
a Parallelversuche mit 5 ccm einer Serumverdiinnung 1:200 angestellt. 


4 Tabelle V. 
44g 5cem Serumlésung (verdiinnt 1:100) + 5cem HCl + 10cem 20proz. 
ii Na-Sulfosalicylsiurelésung. 








2 







3 


400 39,9 40.0 


40,0 399 | 
| — | 402 | 398 | 400 | 400 | 400 
Nephelometerablesungen — 40,0 | 39.9 40,0 | 40,0 | 400 
| — | 400) 400 | 400 | 398 | 401 
— | 399 | 391 | 400 | 400 | 400 





Durchschnitt ...... | 40,0 | 40,0 | 399 | 400 | 399 | 400 

Verglichen mit ..... |1=40);1=—40|1—40|)1—40 1— 40) 1=— 40 

Abweichung, Proz.. . . . — 00 | 0,25 0,0 0,25 0,0 
Tabelle VI. 


Serumlésung (1:200 verdiinnt) + 10cem 20proz. Na-Sulfosalicylsiure 
lésung + 5cem HCl. 








Nr. 1 | 2 3 + : o 
400 | 400 | 389 400 | 40,0 
| ae 400 | 388 | 402 40,0 
Nephelometerablesung — 398 | 390 40,1 40,0 
| oe 400 | 389 | 402 40,0 

ae ee 38,9 40.0 39,8 

Durchschnitt .... . 40,0 400° | 389° 40,1 40,0 
Verglichen mit ... . “t=O | i= | 1=@ | 1=— 8 | 140 
Abweichung, Proz.. . . |. oe |. Be |. om 0,0 








Wie aus diesen Versuchen hervorgeht, waren die Eiweif8triibungen 
mit einer minimalen Abweichung bis zu 0,25 Proz. (mit einer einzigen 


Ausnahme von 2,75 Proz.) genau reproduzierbar. Dieses Ergebnis ist 
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Sulfo. durch die vielen hundert Versuche im Laufe dieser Arbeit immer 
nicht. wieder bestatigt worden. Sie haben stets ergeben, dab die Eiweib- : 
er, und tribungen zu den best geeigneten Triibungen fiir nephelometrische a 
ig, der Messungen gehoren. rig 
ak 2 
ndert. 3 , 
J IV. EinfluB der Aziditat. : 
8 ccm Die Bedingungen/ unter denen die Triibung entsteht, wurden durch | 
i er systematische Variation studiert. Zuniachst wurde festgestellt, welchen :{ 
Be EinfluB die Variation der Aziditaét des Fallungsmediums auf die Triibung ee 
wurde ausubt. Zu diesem Zweck wurden 5ccm Serumverdiinnung 1:200 mit ce 
5ecem 25prom. HCl und 8cem Na-Sulfosalicylsiurelésung versetzt und | 
in einem Reihenversuch mit 0 bis 6 cem n/1 HCl versetzt. Das Volumen - 
wurde durch aqua dest. stets auf 25 cem gebracht. Die Lésungen wurden “ 
benen nephelometrisch gegen eine Lésung gleichen EiweiBgehalts ohne Zusatz von a 
liebig n/1 HCl nephelometrisch verglichen. si 
ir die 4 
deche Tabelle VII. 
fiinf 5 eem Serumlésung (1: 200) + 5 eem HCI (25proz.) + 8 eem Na-Sulfosalicy]- 





saurelésung + 0 bis 6cem n/l HCl + aqua dest. ad 25 com. 


















a 6 ‘ 





Nr. 2 3 3 













Zusatz von HCl, cem . 0 l 2 3 4 5 6 
40.0 | 400 400 412 | 300) 308 300 





















: — | 398 | 402 | 408 | 300| 305 305 eC 
Nephelometerablesung _ 39.8 40.3 410 | 298 | 302 30,2 ie 
0,0 | — 400 400 409 299) 300 30.0 -t 
0,0 — 40,1 | 400 | 41.0 | 300 | 30,0 30,1 i 
“eH Durehschnitt .... . 40,0. 39,9 | 40,1 | 41,0 | 299 | 303 | 30.2 - 
00 Verglichen mit . . . .  1=40/1= 40/1 — 40 1 — 4011 — 301 — 301 = 30 = 
00 Abweichung, Proz.. ..| — 0,25| 025; 25 | O03; 09/| 06 a! 
40 Da ein Zusatz bis zu 6cem n/l HCl keine Anderung des Triibungs- : i 
),0 grades verursachte, wurde eine zweite Reihe angesetzt, in der zu den 5 cem . 
25proz. HCl 0 bis 3ccm der gleichen Saure zugesetzt wurden. : 
ure Tabelle VIII. 
Bi 5eem Serumlésung (1:200) + 5 cem 25proz. HCl + 8 cem Na-Sulfosalicyl- 
sdurelésung (20proz.) + 0 bis 3cem Zusatz aus 25 proz. HCl + aqua dest. 
ad 25 ccm. 
) 
) 
) — 
HCl-Zusatz, cem 
| 30,0 31,8 29,2 23,1 
| aie 31,9 29,3 23,0 
U Nephelometerablesung — 31,7 29,0 23,3 
| ay 319 , 29) 93,0 
— 32,0 29,0 23,1 
Durchschnitt .... . - 31,9 29,1 23,1 
Pn Verglichen mit ... . 1= 30 1= 30 1 — 20 1—10 





Abweichung, Proz. 
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Ein Zusatz von 1 cem, d. h. des fiinften Teiles der schon vorhandenen 
Saure bedingte eine kleine Abweichung von 2,7 Proz. im Sinne einer Auf. 
hellung der Triibung, die beim weiteren Saurezusatz stark zunimmt. 
Hieraus folgt, daB eine Saurevermehrung bis zu etwa 20 Proz. 
keinen EinfluB auf die Triibungsstirke ausiibt. 


V. EinfluB dritter Substanzen auf die Triibung. 


Zur Priifung des Einflusses fremder Substanzen auf die Triibung 
wurden Salze wie Ammoniumsulfat, Magnesiumsulfat und Ringerlésung 
zu den EiweiBlésungen zugesetzt. Den EinfluB solcher Substanzen, 
wie sie aus Griinden haltbarer Aufbewahrung Sera zugesetzt zu werden 
pflegen, priift ein Versuch mit Zusatz von Thymol. 

SchlieBlich wurden auch EiweiBabbauprodukte, die durch peptische 
Verdauung aus Serumlésungen hergestellt wurden, daraufhin gepriift, 
ob sie die Triibung zu beeinflussen vermégen, da solche Produkte bei 
der Einwirkung von Fermenten auf EiweiSlésungen entstehen und es 
beabsichtigt war, die Nephelometrie gerade fiir die Zwecke der Ferment- 
forschung der Untersuchung dienstbar zu machen. 


1. EinfluB von Ammoniumsulfat. 
Den Einflu8 von Ammoniumsulfat priift ein Reihenversuch mit Zusatz 

von 0 bis 5 ccm gesittigter Ammoniumsulfatlésung zu 5 cem Serumlésung 

1:200. Das Gesamtvolumen betrug 25cem. Der Salzzusatz erfolgte nach 

Zugabe der Saure. 

Tabelle IX. 


5cem Serumldésung (1:200) + 6cem HCl + 8cem Na-Sulfosalicylsaure- 
losung + 0 bis 5 ccm gesittigter (N H,),8O,-Lésung + aqua dest. ad 25 ccm. 





Nr.|| 1 ei es ee, Bde Ga 
(NH,)2SO,-Lésung,cemges.| 0 | 1 | 2 | 3 | 4 | 5 
| 400 | 395 | 405 | 410 | 425 | 420 

[ — 395 | 405 407 | 422 | 420 

Nephelometerablesung - -; || — 400 | 40,2 406 | 423 | 422 
| — | 396 | 400 | 404 | 422 | 42/0 

| — | 396 | 402 | 404 | 424 | 420 

Durchschnitt. ...... | — | 396 | 403 | 406 | 423 | 420 
Abweichung, Proz.. ...{ — | 1 | 0,75] 125; 68 | 60 


Der Versuch lehrt, daB eine Menge bis zu etwa 3 ccm gesittigter 
Ammoniumsulfatlésung in 25 cem Gesamtvolumen keinen EinfluB auf 
die Triibung hat. 


2. Einflu8 von Magnesiumsulfat. 


Den Einflu8 von Magnesiumsulfat priift ein Reihenversuch mit Zusatz 
von 0 bis 6 ccm gesiittigter MgSO,-Lésung zu einer EiweiBlésung 1: 200. 
Der Salzzusatz erfolgte nach Zugabe der HCl, das Gesamtvolumen betrug 
25 cem. 
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Tabelle X. 


5 eem Serumlésung (1:200) + 5cem HCl (25proz.) + 8cem Na-Sulfo- 
salicylsaurelésung (20proz.) + konzentrierte MgSO,-Lésung 0 bis 6 ccm. 
























Nr. 1 2 3 4 5 6 7 t 

Konz. MgSO,-Lésg., cem, 0 1 2 3 4 5 6 i 
| 40,0 | 400 | 400 | 400 | 402) 31,7 | 33,9 ‘s 
| — | 401 | 40.7 | 400 | 400) 310 | 33,9 ce 
Nephelometerablesung {/ — | 40,0 405 | 403 | 400 314 338 a 
| — | 400 | 403 | 402 | 402} 31,4] 33,7 | 

— | 399 | 404 | 400 | 401 | 315 | 33,8 3 

MR ts cs | 400 404 | 401 | 401) 314) 338 4 
Verglichen mit . . . . | 1= 40/1 = 40)1= 40) 1 — 40\1 = 40/1 — 301 — 30 sg 
Abweichung, Proz.. . . | 00 | Os 0,25| 0,25, 42] 114 a 





seory 


Der Versuch zeigt, daB Mengen bis zu 5 ccm gesittigter MgSO,- 
Lésung bei einem Endvolumen von 25ccm keinen Einflu8 auf die 
Triibung ausiiben. p 






i Daan 
ane 










3. Einflu8B von Ringerlésung. 
Ringerlésung wurde in gleicher Versuchsanordnung wie oben in Mengen 
von 0 bis 6 ccm zugesetzt. 










Tabelle XI. 


5cem Serumlésung (1:200) + 6cem HCl + 8cem Na-Sulfosalicylsaure- 
lésung + 0 bis 6cem Ringerlésung + aqua dest. ad 25 ccm. 






Bee reer Wap 











Nel 4 4<2 3 4 5 6 7 


Ringerlésung, ccm... 0 am 2 3 4 5 6 
| 400 | 400 | 402 | 401 400) 400) 40,0 





i GREAT OORR TSR GIES F 












— | 400 403 403 400 400 400 
— | 404 | 402 | 400 | 400) 400 402 
— | 404 | 400 400 | 398 402 400 
— | 404 | 401 | 400 | 399 400) 398 


Nephelometerablesung 





Durchschnitt ... .. | 40,0 | 402 | 40.2 | 401 | 39,9 40,0 | 40,0 
Verglichen mit... . 1—40 1—40 1=— 40| 1= 40)1— 401 = 401 — 40 
Abweichung, Proz.. . . 05 | 05 | 025 0,25) 00; 00 


4. EinfluB von Thymol. 

Zur Feststellung des Einflusses von Thymol wurden zu drei Versuchen 
mit 5eccm EiweiBlésung 1:200 je ein kleiner Kristall Thymol gegeben. 
Diese — von den Thymolkristallen abfiltrierten — Lésungen wurden gegen 
eine gleiche ohne Thymolzusatz nephelometriert. 

Der Versuch zeigt, daB der Zusatz von Thymol keinen EinfluB 
auf die Triibung ausiibt. Sera, die zu nephelometrischen Versuchen 
verwandt werden sollen, kénnen also durch Thymolzusatz haltbar 
aufgehoben werden, ohne ihre Eignung fiir die Methode zu verlieren. 


TEED a NGOS LRN AE IE aN CAN BIN i SSS pba 
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Tabelle XII. 


5ecm Serumlosung (1:200) + 5ceem HCl + 8 ccm Na-Sulfosalicylsaurc- 


lésung + aqua dest. ad 20 cem + 1 Kristall Thymol. — 





2 


3 
Thymol 


he ee Set. — Fan ee : + fe + 
40,0 40,0 39,9 40,2 
| — 40,0 39,8 40,0 
Nephelometerablesung -- 40,1 40,0 | 40,4 
= 40,0 39,8 40,3 
_ 40,0 40,0 40,0 
Durchschnitt ..... —— 40,0 39,9 40,2 
Verglichen mit... . 1 = 40 1= 40 1= 40 1 = 40 
Abweichung, Proz. eet ERT 0,0 6367 







5. EinfluB von EiweiBabbauprodukten. 


Um den Einflu8 von EiweiBabbauprodukten zu priifen, wurde zur 
Gewinnung derselben eine SerumeiweifSlésung 1: 100 durch eine Pepsinlésung 
bei etwa 40°C im Wasserbade 34 Stunden lang bei einer Aziditiit von n/10 
HCl verdaut. Die Menge Eiwei8 bzw. der Gehalt an Abbauprodukten in 
dieser Lésung wurde, unter Vernachlassigung der noch unbekannten Wirkung 
der Abbauprodukte, durch nephelometrischen Vergleich der Eiwei®menge 
der der Verdauung unterworfen gewesenen Lisung gegen eine EiweiBlésung 
1:200 bestimmt. 


Tabelle XIII. 


Lésung 1 und 2 EiweiSlésung 1:200, Lésung 3 und 4 EiweiBlésung 1: 100 
34, Stunden verdaut. 











2 





| «0 | «oo ) sar | aaa 
| - ec ee Gees 38,0 
Nephelometerablesung {| o 39,9 38,2 38,1 
ees. Le ee 

Beg OE 7 Oe Oe he ae mp | OO | 
Durehschnitt ... . . — | 29 | 32 | 
Verglichen mit .... 1=@ | 1=40 | 1=0 1 — 40 


Wie die Tabelle zeigt, ergab die der Verdauung unterworfene Lésung 
fast den gleichen EiweiSgehalt wie die Vergleichslésung 1:200. Da sie 
urspriinglich den Gehalt 1: 100 besaB, muBten etwa 50 Proz. Eiweif 
verdaut sein. Die Lésung wurde nahezu mit n/10 NaOH neutralisiert 


. und durch Zusatz von Sulfosalicylsiure enteiweiBt. Das EiweiB scheidet 


sich bei der geringen Aziditat der Lésung gut flockig ab und kann leicht 
abfiltriert werden. Von dem klaren Filtrat, das die bei neutraler Reak- 
tion durch Sulfosalicylsiure nicht fallbaren EiweiSabbauprodukte enthielt, 
wurden 0 bis 16 ccm in einem Reihenversuch einer Lésung von je 4 ccm 
Serum 1:200 zugesetzt. Das Endvolumen betrug 45 cem. 
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Tabelle XIV. 


4ceem Serumlésung (1:200) + 10cem HCl + 10 cem Na-Sulfosalicylsiure- 
jéisung + 0 bis 16 cem der verdauten EiweiBlésung + aqua dest. ad 45 ccm. 





Nr. 1 2 3 4 5 


EiweiBlésung,ccm... 2 + 8 16 
40.3 40,2 40,0 39,0 

40,0 40,0 39,8 39,2 

Nephelometerablesung 40,0 40,0 39,7 39,9 
39,8 40.0 39,8 39,5 

i 39,9 40,1 39,5 39,9 
Durchschnitt YY ae ae 40,0 40,1 39,7 39,5 
Verglichen mit... . | 1=40 | 1=4 | 1=—40 | 1= 40 
Abweichung, Proz.. . . 0,0 0,25 0,75 1,25 


Wie der Versuch zeigt, haben selbst Mengen von 16 ccm der die 
JiweiBabbauprodukte enthaltenden Lésung keinen EinfluB auf die 
Triibung. 

Da die 16 ccm einer EiweiSlésung entsprechen, deren Verdiinnung 
1: 100 war und die zu 50 Proz. verdaut wurde, so entspricht ihr Zusatz 
zu 4.ccm einer Serumverdiinnung | : 200 einem System, in dem 80 Proz. 
der urspriinglich vorhandenen Eiwei&Bmenge verdaut wurden, d. h. bei 
einer EiweiSspaltung bis zu 80 Proz. vermégen die EiweiSabbau- 
produkte noch nicht die nephelometrische Bestimmung der zuriick- 
bleibenden EiweiSmenge zu beeinflussen. 


Da die EiweiBabbauprodukte aus einer Lisung gewonnen wurden, 
die mittels Sulfosalicylsiure bei nahezu neutraler Reaktion enteiweiBt 
wurde, lag die Méglichkeit vor, da® sie nicht identisch waren mit den 
Produkten, die bei Enteiwei®ung in stark saurer Lésung mit Sulfosalicyl- 
siure — also bei den Bedingungen der nephelometrischen Bestimmung — 
in Lésung bleiben. Denn wie Versuche, die in einer folgenden Arbeit dar- 
gelegt werden, zeigten, bleiben bei saurer Reaktion Substanzen in Lésung, 
die bei neutraler mit Sulfosalicylsiure gefallt werden, und es wire denkbar, 
daB gerade diese Substanzen imstande seien, einen EinfluB auf die EiweiB- 
triibung auszuiiben. 


Um auch diese letzte Fehlerquelle auszuschlieBen, wurden Eiweib- 
abbauprodukte aus einer EiweiBlésung (1:100) gewonnen, die nach teil- 
weiser Verdauung in der Art enteiweiBt wurde, als ob sie nephelometriert 
wiirde, d. h. sie wurde im Verhiltnis: ,,5cem Serumlésung, 5cem HCl, 
8ccm Sulfosalicylsdurelésung’* mit diesen Reagenzien versetzt. Der ent- 
stehenden Triibung wurde mehrere Stunden Zeit gelassen zu sedimentieren, 
worauf die EiweiSflocken durch mehrmalige Filtration durch zwei gehirtete 
Filter entfernt werden konnten. Von dem klaren Filtrat wurden 0 bis 8 cem 
zu l1ccem einer Serumverdiinnung 1:40 (= 5 ccm 1:200) zugesetzt, wobei 
die in ihnen enthaltene Sauremenge derart beriicksichtigt wurde, da in 
der schlieBlich gemessenen Lésung stets 5cem 25proz. HCl waren. 


r * peer ato SE ote 2. ipo’ iE Sem IE aa NG AR naan ike SER Ss 
Be nM ARC ae RRNA NS IE GS SRA aM RE ROR Ae RG NG ah N AROS LEC a OI KS eS NC GR ART eA a aR A MCE I SBE Ry ig AS 
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Tabelle XV. Derselbe Versuch, enteiweiBt in saurer Lésung 


1 com Serumverdiinnung (1:40) + 6 cem HCl + 8 ccm Na-Sulfosalicylsaure- 


lésung + 0 bis 8 ccm verdaute EiweiBlosung + aqua dest. ad 25 cem 





Nr. 1 ‘2 3 | 4 | 5 








FiweiBlésung, com. . . | 0 ih OE 4 8 
40,0 40,5 | 404 390 | 421 

— | 404 | 405 | 399 | 421 

Nephelometerablesung }|| — | 406 | 403 | 399 | 420 
| ee a ee 307 | 424 

Rs NS. Sent et ee ee 
Durchschnitt .... . — 405 | 404 | 399 42.3 
Abweichung, Proz.. . . mee in| 16 | 6%) 43 


Die Versuche lehren, daB Mengen bis zu 8 ccm zugesetzter Lésung, 
die also einer Verdauung von rund 65 Proz. einer urspriinglichen Eiwei(- 
lésung entsprechen, keinen EinfluB auf die Triibung ausiiben. 


6. Uber die Beziehung zwischen Triibung und Konzentration. 
Um festzustellen, ob auch bei der EiweiBsalicylsiuretriibung das 


in fritheren Arbeiten gefundene Gesetz befolgt wird, daB bei gleicher 


TeilchengréBe der Triibungsgrad zweier Liésungen sich proportional 
ihrer Konzentration und sich diese somit umgekehrt proportional der 
Hohe der Tyndallkegel der Lésungen verhalt, wurden in einem Vor- 
versuche vier Lésungen von den EiweiSkonzentrationen 1 : 100, 1 : 200, 
1: 300, 1: 400 miteinander verglichen. 


Tabelle XVI. 











Files OR Se RS De ae ee 


Konzentration der Serumlésung . | se 





Nephelometerablesung . - - - - 





Durchschnitt | | (OD 30,2 | __ 40,7 
Verglichen 2 OI AES RG se ef — TL t= { 1=10 | = 10 
Abweichung, Proz. ....... Lae A Oa Pe ae Po ae 

Dieser Versuch bestitigte mit guter Genauigkeit das Gesetz der 
Proportionalitiat. 

Um dasselbe aber bei den verschiedenen EiweiSkonzentrationen exakt 
festzulegen, wurden Reihenversuche derart angestellt, daB Reihen mit 
sieben Punkten, deren Anfangsglied sich zum Endglied wie 1:2 verhielt, 
angelegt wurden: Die einzelnen Punkte wurden gegen das Anfangsglied 
der Reihe, das als Standard auf den Skalenteil 40 der Nephelometerskala 
gebracht wurde, gemessen. Es wurde iiber das Messungsverhialtnis 1:2 nicht 
hinausgegangen, da dasselbe fiir alle praktischen Zwecke vollkommen ausreicht 
und die Beschrankung auf dasselbe die Messungsgenauigkeit vergréBerte. 
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Es wurden Reihen von 2,5 bis 5 cem von Lésungen 1:50, 1: 100, 1: 200, 
1:400, 1:500, unter welchen Zahlen das Verdiinnungsverhaltnis mensch- 
lichen Blutserums zu verstehen ist, angewandt. Das Endvolumen betrug 
20 ccm. 











Tabelle XVII. Serumlésung 1:50 (2,5 bis 5 ecm) + 5cem HCl + 8cem 
Na-Sulfosalicylsiurelésung + aqua dest. ad 20 cem. 

















2b 


2a 





Nr. la 








Serumlésung, cem. . . 5,0 5,0 2.5 2.5 
- — ——___—— ’ _ - 








| 40,0 40,0 40,2 40,0 

| on 40,2 40,0 40,2 

Nephelometerablesung , | — 40,1 40,1 40,1 
| ee 40.3 400 | 402 

i. teeta ae 40,2 40,0 
Durehschnitt ..... — | 4) 40,1 40,1 
Verglichen mit .. . . | _ 1— 40 “1=20 | 1=20 
Abweichung, Proz. .. _ | 0,25 0,25 0,25 






Tabelle XVIII. Serumlésung (1:100 verdiinnt) 2,5 bis 5,0 cem + 5 ccm 
HCl + 8 ccm Na-Sulfosalicylsiurelésung + aqua dest. ad 20 ccm. 


















la 2b 3a 3b 4a 4b 





Nr. | 





1b 2a | 














Serumlésung, ccm. . . . . | 2,5 | 2,5 | 3,15 | 3,15 | 3,97 | 3,97 | 5,0 | 5,0 EA. 
i 40,0 40,0 | 31,6 | 31,6 25,6 25,3 20,0 20,2 





| — | 40,0 | 32,1 | 32,0 | 25,6 | 25,2 | 19,9 | 20,1 
| — | 40,0 | 321 | 31,7 | 25,5 | 25,5 | 19,9 | 20.2 : 
| — | 40,0 | 31,7 | 31,8 | 25,3 | 25,6 | 20,0 | 20,0 a. 





Nephelometerablesung - - 









| —' | 40,0 | 31,9 | 32,0 | 25,4 | 25,4 | 20,0 | 19,9 +: 
Durchschnitt ...... . | — | 40,0 | 31,9| 31,8 | 25,5 | 25,4 | 20,0 | 20,1 | 
\ 31,85 25,45 20,05 a 
Verglichen mit... ....| 1=40 | 1=40 | 1=40 | 1=40 + 
Theoretischer Wert ... . — 31,75 | 262 ~ 200 — 
Abweichung. Pros. ..../) 00 =| Of | 10 0,25 





Tabelle XIX. Serumlésung (1:200) 2,5 bis 5cem + 5cem HCl + 8 ccm 
Na-Sulfosalicylsiurelésung + aqua dest. ad 20 ccm. 





Ne. -te.| 2b | 20 | 2b | 30 | 36 | 40°| 4b 


| 


Serumlésung, com... . | 2,5 25) 3,15 3,15 3,97 | 3,97) 5,0) 5,0 


sie 40,0 | 31,0 | 31,4 | 25,4 | 25,3 | 19,4 | 20,0 





— | 40,0 | 31.2 | 31,3 | 25,0 | 25,0 | 20,0 | 20,2 
Nephelometerablesung - - — | 40,1 | 31,5 | 31,5 | 25,0 | 25,2 | 20,0 | 20,1 
| — | 40.0 31,1 | 311 | 25,0 25,1 | 20,0 | 20,0 

— | 40.1 313 31,6 | 25,3 25.4 | 20,0 | 20.0 


eS ane ~ | 40,0 | 31,2 | 31,4 | 25,1 | 25,2 | 19,9 | 20,1 





PATER AOL RER BOND it on ba ER SES 







Durchschnitt . ae wa a 
Verglichen mit. ..... 1—40 1—40 1— 40 1— 40 
Theoretischer Wert. . . . 40,0 31,75 25,2 20,0 | 
Abweichung, Proz.... . 0,0 13 0,2 0,0 
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Tabelle XX. 


Serumlésung 1: 400 (2,5 bis 5 cem) + 5cem HCl + 8 cem Na-Sulfosalicy|. 
siureldsung + aqua dest. ad 20 ccm. 





Nr./| la | 1b 2a | 2b | 3a | 3b | 4a | 4b 


Serumlisung,cem .... | 25) 25 32 32/3971 397. 50. 50 
40,0 40,0 | 31,5 | 31,1 | 25,2 | 25,2 | 20,0 | 20,0 

40,0 40,0 31,7 31,0 25,3 25,1 | 200 200 

Nephelometerablesung - -) 40,0 40,1 | 31,8 31,9 25,4 | 25,0 | 20.1 | 20.0 
40,1 40,2 | 31,6 | 31,2 | 25,2 | 25.2 | 20.0 | 200 

Brae Kh i ea 40,0 31,5 | 31,0 | 25,3 | 25,3 | 20.0 | 200 
Durchschnitt | 40,1 | 31,6 | 31,2 | 25,3 | / 35,2 | 20,0 | 20,0 

314 | 2525 | 
Verglichen mit es 20 4—20)4 -20 4 -20 4—20 4—20 4 20/4 20 


Theoretischer Wert. . . . | 40,0| 40,0 31,25 252° | ~«200 
Abweichung, Proz... . . 0,25 0,5 1;. oe 


Tabelle XX I. 


Serumlésung (1:500) 2,5 bis 5cem + 5cem HCl + 8 cem Na-Sulfosalicy]- 
siurelésung + aqua dest. ad 20 ccm. 





Nr. la | Ib ae | 2 3a | 3b | 4a | 4b 


Serumlésung, com... . | 2,5| 25 / 315/315 3,97 3,97] 50| 50 


( 25,2 | 95,1 | 20,0 20,0 

Zu geringe Triibung, | 25.4 | 25.0 | 20.0 20, 0 

Skala nicht aus- | 25,5 | 25,0 | 20,0 | 20,0 

reichend. | 25,3 | 25,4 | 20,1 | | 20.0 

pas eee nee: bk | __ | 25,5 | 25,0 | 20,0 | 20,0 

Durchschnitt .. 2... . || — | — | — | — | 25,4] 26,1 | 20,0/ 200 
anne ee 25,25 20,0 

Verglichen mit... . . . (4—204—204—204—204—20/4—20 4—20)4—20 
Theoretischer Wert . . . + 40,0 40,0 | 31,75 25,2 | 200 


Nephelometerablesung - 





Abweichung, Proz. coe a re} ase marae ait Wey Fe 0, | | E 00 





Diese Versuche lehren, daB innerhalb der 
untersuchten Grenzen absolut genaue Propor- 
tionalitat zwischen Triibung und Konzentration 
anf | besteht. Dieses bei der Bestimmung der 
po —+——|  Phosphorsiiure und von Calcium gefundene Ge- 
setz wird also auch bei der EiweiBnephelometric 
bestitigt. 

Die graphische Darstellung dieses Verhaltens 
gibt die nebenstehende Abbildung, die als Hy- 
perbel die umgekehrte Proportionalitét zwischen Tyndallkegelhohe 
(Nephelometerablesung) und Triibungsverhiltnis veranschaulicht. 
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Das Bereich der nephelometrischen EiweiBbestimmung. 


alicyl. Was die Konzentrationen der nephelometrisch bestimmbaren 
KiweiBlésungen betrifft, so ist zu sagen, daB die obere Grenze insofern 
— nicht gezogen zu werden braucht, da jedwede EiweiSkonzentration be- 
i liebig durch Verdiinnen verringert werden kann. Der oberste nephelo- 
5,0 metrisch meBbare Wert entspriche etwa 5 ccm einer Serumverdiinnung 
_ 1:50 bei einem Endvolumen von 20cem. Diese Lésung ist schon 
20 sehr stark triibe und neigt zur Flockung. 
20.0 Die untere Grenze liegt etwa bei der Anwendung von 4 ccm einer 
20,0 Verdiinnung menschlichen Blutserums im Verhiltnis 1: 500 bei einem 
20,0 Endvolumen von 20ccm. Da menschliches Blutserum einen Gehalt 


—» von etwa 7 Proz. EiweiB aufweist, so entspricht die obere Grenze der 
0 Bestimmbarkeit einer Menge von 0,6 mg Eiweib, gleich einer Menge 
0 von etwa 0,1 mg N in 20ccm Volumen. Oder anders ausgedriickt, 
die Konzentration der unteren Grenze an Eiweib betrigt etwa 0,03 Prom. 
Bei Anwendung der Mikronephelometrie, bei der Glischen von 
2,5 und 1,6 cem Volumen anwendbar, 1aBt sich die absolut bestimmbare 
EiweiBmenge noch etwa um das Zehnfache erniedrigen, so daB EiweiB- 
mengen bis zu der GréBenordnung von 0,06 mg, entsprechend 0,01 mg N, 

noch bestimmbar wiiren. 


8. Fehlerberechnung. 

Zur Berechnung des bei der nephelometrischen Eiwei8bestimmung 
entstehenden Fehlers wurden von den Versuchen der Tabellen XVII 
bis XXI der durchschnittliche prozentuale Fehler der einzelnen Ver- 
suche und hieraus der gesamte durchschnittliche Fehler aller Versuche 
berechnet. 


“yee 
Des weiteren wurde aber auch nach der Formel xz, = 0,673 y; = 


der wahrscheinliche Fehler der einzelnen Versuche und aus dem Durch- 
schnitt der wahrscheinlichen Fehler der wahrscheinliche Fehler der 
Methode errechnet. 

Tabelle XXII. 


Fehlerberechnung. 





Durchschnittlicher baeencsnse pao 
Fehler Xq = 0,673 = (#) 
n 


Tabelle XVIT . 0,25 Proz. 0,17 Proz. 
ace 4,5 9 2 0,39 ,, O12: 5, 
ai ere 038, a” Sees 
XX. 0,23 ae 
ad XXI. Ot: &, CS ie 
Durchschnitt . 0,27 0,15 Proz. 
Biochemische Zeitschrift Band 140. 31 
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Wie die Tabelle zeigt, betrigt der durchschnittliche Fehler etwa 
0,3 Proz., der wahrscheinliche Fehler etwa 0.2 Proz. Diese Genauigkeit 
der Messung beweist die Eignung der EiweifSsulfosalicylsaiuretriibunyg 
fiir die nephelometrische Messung. Die FehlergréBe variiert natiirlich 
mit der Ubung des Untersuchers im nephelometrischen Arbeiten, isi 
aber in kurzer Zeit auf die angegebene GréBenordnung beschrinkbar. 


Zusammenfassung. 

Ks wird eine Methode zur nephelometrischen Bestimmung kleinster 
EiweiBmengen gegeben. Sie erméglicht eine exakte Eiwei®bestimmung 
in wenigen Minuten und gestattet lange Reihenversuche speziell im 
Hinblick auf das Studium fermentativer Eiweifspaltung. Als Nephelo- 
meter dient das Nephelometer von Kleinmann der Firma Schmidt & 
Haensch. 

Es gelingt, eine véllig homogene und haltbare Eiwei8triibung durch 
starke Aziditat des Fallungsmediums und grof®en Sulfosalicylsiure- 
iiberschuB zu erzielen. Die fiir alle Versuche geeigneten Reaktions- 
bedingungen sind: 5ccm EiweiSlésung (Verdiinnungen menschlichen 
Blutserums mit physiologischer NaCl-Lésung im Verhiltnis 1 : 50 
bis 1: 500), 5ecm 25proz. HCl, 8 ccm 20proz. wiisseriger Lésung von 
Natrium sulfosalicylicum und Auffiillen mit aqua dest. ad 20 ccm. 

Die Lésungen werden in angegebener Reihenfolge mittels Pipetten 
zueinander gegeben. Die entstehende vdéllig homogene Tribung er- 
reicht nach etwa 3 Minuten ihr Maximum und ist dann etwa 1 Stunde 
voéllig unverindert haltbar. 

Die angegebene Menge Na-Sulfosalicylsiurelésung ist notwendig 
und fiir das ganze Messungsbereich ausreichend. 

Die Triibung ist beliebig mit groBer Genauigkeit reproduzierbar. 
Eine Vermehrung der Aziditét des Fallungsmediums bis zu 20 Proz. 
ist ohne EinfluB auf die Triibung. 


Sie vertriigt ohne irgendwelche Anderung einen Zusatz bis zu 
3 ccm gesittigter Ammoniumsulfatlésung, 5 ccm gesittigter Magnesium- 
sulfatloésung, 6 ccm Ringerlésung, und 14B8t sich mit Thymol saittigen, 
so daB die anzuwendenden Eiweiflésungen vor der Benutzung ohne 
Schaden mit Thymol versetzt aufbewahrt werden kénnen. Eiweif- 
abbauprodukte, die durch peptische Verdauung von Eiwei8 gewonnen 
wurden, andern bei einem Abbau bis zu 60 Proz. (bis zu dieser Grenze 
untersucht) einer EiweiBlésung den nephelometrischen Wert des un- 
verdauten EiweiBes nicht. 


Die EiweiBsulfosalicylsiuretriibung folgt exakt dem Gesetz der 
Proportionalitat, d. h. die Triibung ist proportional der Konzentration 
und umgekehrt proportional der Héhe der Tyndallkegel. 
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Die Grenzen der nephelometrischen Eiwei8bestimmung liegen bei 
den absoluten EiweiBmengen von 6,0 bis 0,6 mg EiweiB, entsprechend 
1,0 bis 0,1 mg N, in 20cem Volumen, d. h. die untere Grenze der 
Konzentration ist die einer 0,03prom. Eiweiblésung. Die absolut 
bestimmbare EiweiBmenge lit sich bei Anwendung der Mikronephelo- 
metrie um das Zehnfache herabsetzen, so daB noch Mengen von 0,06 mg 
Eiwei8, entsprechend 0,01 mg N, exakt meBbar sind. Der durchschnitt- 
liche Fehler der Methode betrigt 0,3 Proz., der wahrscheinliche Fehler 
0,2 Proz. 

Unserer Mitarbeiterin, Frl. Grete Lénsson, die uns bei Durch- 
fiihrung der Arbeit sehr wertvolle Hilfe leistete, sei an dieser Stelle 
nochmals unser bester Dank ausgesprochen. 
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Nephelometrische Untersuchungen iiber fermentative 
EiweiSspaltung. 


Von 
P. Rona und H. Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitit 
Charité Berlin.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1923.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


I. 

Nachdem in der vorangehenden Arbeit eine Methode ausgearbeitet 
worden ist, die gestattet, die Konzentration sehr verdiinnter Eiwei{- 
lésungen — bis zu 0,5 Prom. — mit einer Genauigkeit von ‘etwa 
0,3 Proz. zu messen und deren Einfachheit es erméglicht, Reihenunter- 
suchungen in kiirzester Zeit vorzunehmen, lag es nahe, den Versuch 
zu machen, diese Methode in den Dienst der Fermentforschung*zu 
stellen. Sie erméglicht es, EiweiSlésungen von auBerst geringer Konzen- 
tration zur Untersuchung zu verwenden. Hierdurch gelingt es dann 
weiter, sehr starke Verdiinnungen von Fermentlésungen anzuwenden, 
so daB relativ nur sehr geringe Mengen fremder Substanzen durch 
die Fermentlésung dem Versuchssystem beigemischt werden. Und 
schlieBlich gestattet die Feinheit der Methode, den Beginn einer 
Spaltung exakt zu verfolgen, der gerade zum Studium von Gesetz- 
maBigkeiten sowie bei vergleichenden Fermentuntersuchungen von 
besonderer Wichtigkeit und Bedeutung ist. 

Das Prinzip der von uns angewandten Methode beruht darauf, 
optisch klare Eiweiflésungen durch Zusatz ebenfalls optisch klarer 
Fermentlésungen teilweise zu spalten und nach erfolgter Einwirkung 
den noch nicht gespaltenen EiweiBrest gema8 der Methode unserer 
KiweiSbestimmung in stark saurer Lésung durch Sulfosalicylsiure in 
Form einer homogenen Triibung abzuscheiden, deren Konzentration 
durch nephelometrischen Vergleich mit einer solchen bekannter Kon- 
zentration ermittelt wird. Durch diese Untersuchungsform ist es 
moéglich gemacht, EiweiSspaltungen unter den variierendsten Be- 
dingungen (Azidititsinderung, Zusitze fremder Substanzen usw.) zu 
studieren, da die Bedingungen, die fiir die Bestimmung selbst not- 
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wendig sind (Siuregehalt, Konzentration usw.), erst nach erfolgter 
Fermentspaltung unmittelbar vor der Bestimmung selbst hergestellt 
zu werden brauchen. Somit ist die Untersuchungsform unabhangig 
von der Bestimmungsform. Die einzige Bedingung, die sich an unsere 
Methode kniipft, ist die optische Klarheit der zur Untersuchung be- 
stimmten Medien. 


Bei den mannigfaltigen Versuchen, den Gang der Eiweiispaltung 
vergleichend nephelometrisch und chemisch zu verfolgen — wobei eine 
Ubereinstimmung nicht zu erwarten ist —, hatten wir keinen Erfolg. 
Hierzu waren gleiche Versuchsbedingungen notwendig gewesen, diese 
lassen sich aber nicht herstellen, da die Bedingungen, die fiir die Nephelo- 
metrie notwendig sind, die chemische N- Bestimmung unmédglich machen 
und umgekehrt. 


Il. 

Die Methode, die wir den folgenden Versuchen zugrunde legten, 
sei zusammenfassend dargestellt. Denn so einfach die Methode auch 
an sich ist und so schnell sie erlernbar, so notwendig ist es auch, zur 
Erzielung guter Resultate alle einzelnen angefiihrten Pynkte genauestens 
zu beachten. 

Als EiweiBsubstrat dienen Verdiinnungen von Tiersera mit physio- 
logischer Kochsalzlésung. Wir verwendeten menschliches Serum, dessen 
endgiiltige Verdiinnung bei der Spaltung meist 1:80 war, da bei einer 
Spaltung von etwa 50 Proz. eine EiweiBkonzentration von 1: 160 gemessen 
wird und die Eiwei8verdiinnungen von 1:100 bis 1: 200 am angenehmsten 
nephelometrierbar sind. Selbstversténdlich lassen sich aber Serumver- 
diinnungen in dem nephelometrisch meSbaren Bereich von 5 cem Lésung 
1:50 bis 1:500 untersuchen. Das Serum wurde sorgfaltig zentrifugiert 
und zur bequemeren weiteren Abmessung in einer Verdiinnung 1:25 auf- 
gehoben. 

Als Fermentlésungen dienen Auflésungen von Pepsinpraparaten in 
physiologischer Kochsalzlésung, die klar und farblos sein miissen, was bei 
den groBen Verdiinnungen stets erzielbar. Von eventuellen Riickstianden 
miissen die Lésungen stets filtriert werden. Wir benutzten das kiufliche 
weiBe Pepsinpulver der Apotheke, von dem 2 ccm einer Verdiinnung 1:500 
bei den von uns verwandten Volumina eine Spaltung von etwa 50 Proz. in 
einer halben Stunde bewirkten. Von dem sehr viel stirker wirkenden 
Pepsin Griibler“‘ kénnen natiirlich viel starkere Verdiinnungen genommen 
werden. Die notwendige Verdiinnung ist bei jedem Pepsinpriiparat durch 
einen Vorversuch erst einmal zu ermitteln. Die endgiiltige Verdiinnung 
des von uns benutzten Pepsins war, da 2 ccm der Lésung 1:500 bei einem 
Endvolumen von 67 cem angewandt wurden, etwa 1:17000. Alle anzu- 
wendenden Lésungen wie NaCl-Lésung und speziell die Natronlauge 
(s. d.) miissen sorgfaltig faserfrei filtriert werden. Als Beispiel sei die Unter- 
suchung der Wirkung zweier Fermentkonzentrationen auf die gleiche 
Substratmenge gegeben. Die Ausfiihrung eines Versuches gestaltet sich 
folgenderma8en: 

20 cem der Serumverdiinnung 1:25 werden in ein 150 cem fassendes 
Erlenmeyerkélbchen einpipettiert. Hierzu werden 7,5 cem n/l HCl gegeben, 
und schlieBlich wird das Volumen der Mischung mit physiologischer NaCl- 
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Losung auf 75 cem gebracht. In gleicher Form wird ein zweites Versuchs. 

kélbchen bereitet. Beide Erlenmeyerkolben werden nunmehr in ein Tern. 
perierbad gebracht, das nach der bei Fermentversuchen allgemein iiblichen 
Art mit mechanischer Riihrvorrichtung, Thermoregulator und Thermo. 
meter ausgeriistet ist. Das Temperierbad wurde vor dem Einsetzen der 
Koélbchen auf 40°C gebracht und der Thermoregulator auf diese Temperatur 
eingestellt. AuBer den Versuchskélbchen kommen in das Temperierbad 
in Reagenzglischen zwei Fermentverdiinnungen von der Konzentration 
und b, deren Wirkung in dem betreffenden Beispiel studiert werden sol. 
Wahrend Substratlésung und Fermentlésung im Wasserbade vorwarmen, 
werden so viel Becherglaser hergerichtet, wie Messungspunkte festgelegt 
werden sollen. Da wir meist sieben Messungspunkte unseren Kurven zu- 
grunde legten, so bedurften wir bei Arbeiten mit zwei parallelen Messungen 
fiir den gewahlten Vergleich zweier Fermentkonzentrationen 28 Becher. 
glaschen von etwa 75 ccm Volumen. 

Diese Glischen miissen aufs sorgfialtigste gereinigt, mit destilliertem 
Wasser gespiilt werden und vollkommen trocken sein. Nach Benutzung 
mit EiweiBlésungen miissen sie stets mit Natronlauge zur Entfernung der 
letzten EiweiBspuren ausgespiilt werden. In die Becherglischen werden 
je 4,7 ccm n/10 NaOH einpipettiert. Diese Natronlauge dient dazu, un 
5cem der n/10 sauren EiweiBlésung, die zur Festlegung eines Messungs- 
punktes im Verlauf der Spaltung dem Gemisch entnommen werden, nahezu 
zu neutralisieren. Die Neutralisation ist notwendig, um die Ferment- 
wirkung pl6tzlich und vollstaéndig zu unterbrechen. Eine genaue Neutrali- 
sation ist aber nicht angingig, da die EiweiB8lésungen hierbei leicht triiben. 
Die bei dieser Versuchsanordnung vorhandene Aziditit entspricht einer 
Aziditaét von 0,3 cem n/10 HCl in einem Volumen von 9,7 ccm, also einer 
Lésung, die gleich einer n/0,003 HCl ist, wobei noch die geringe an das 
EiweiB gebundene Menge HCl vernachlassigt wird. Bei dieser Aziditit 
hért die peptische Wirkung des Ferments praktisch auf. Andererseits 
bleiben die EiweiS8verdiinnungen der angewandten Konzentration bei 
dieser Aziditaét klar und triiben auch nach’ einiger Zeit nicht nach. Es 
gelingt also durch EinflieBenlassen von 5cem EiweiBlésung in 4,7 cem 
n/10 NaOH die Fermentwirkung zu unterbrechen, ohne die optische 
Klarheit der Lésung oder ihre kolloide Struktur zu andern. 


Sind die Glaser vorbereitet und die Lésungen im Wasserbad temperiert, 
so werden mit einer in 1/,,, cem geteilten Pipette aus beiden Erlenmeyer- 
kélbchen zweimal je 5ccm entnommen und je 4,85 ccm von diesen in je 
ein Becherglas einpipettiert. Die riickbleibenden 0,15 cem werden ver- 
worfen. Da8B 4,85 cem und nicht 5cem bei der ersten Entnahme ein- 
pipettiert werden, findet seinen Grund darin, da8 die zuriickbleibenden 
65 ecm EiweiBlésung nunmehr durch Zufiigen von 2 ccm Fermentlésung 
auf 67 cem verdtinnt werden. 

Diese 2cem Fermentlésung werden je einem Erlenmeyerkolben mit 
sauberer Pipette zugefiigt. Der Kolben wird hierbei geschiittelt und die 
Zeit des ZuflieBenlassens durch Anstellen einer Stoppuhr markiert. Jetzt 
werden im Verlauf bestimmter Zeitabschnitte — wir arbeiten in Abstianden 
von 5 Minuten — mittels tadelloser Vollpipette (fiir jedes K6lbchen ist 


- wegen der verschiedenen Fermentkonzentrationen eine besondere Pipette 


zu benutzen) 5cem der Eiwei®lésung den Kélbchen entnommen und in 
die Bechergliser zu der Natronlauge flieBen gelassen. Man kann die Zeit- 
abschnitte der Entnahme beliebig wahlen, wenn man nur den Augenblick 
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der Unterbrechung der Fermentwirkung, also den des EinflieBenlassens 
in die Lauge, durch die Ablesung an der Stoppuhr markiert. Wir fanden 
es aber praktischer, stets genau in den gleichen Abstinden von 5 Minuten 
zu entnehmen und wihliten die Zeit derart, daB dem zweiten Kélbchen 
immer zwei Minuten spaiter entnommen wurde als dem ersten. Die Ent- 
nahmen folgten sich also aus den beiden K6lbchen in 2 und 3 Minuten. 
Diese Zeit geniigt hinlinglich zur vollkommen ruhigen Erledigung aller 
Handgriffe. Vor jeder Entnahme wurde die Ferment-EiweiBlosung mittels 
der Pipette gut durchgeriihrt. Die Pipette wurde, um ein gleichmaBiges 
Arbeiten zu gewihrleisten, stets ausgeblasen. 
Fiir unsere anfinglichen Versuche entnahmen wir bei jedem Be- : 

stimmungspunkte bei jeder Entnahme zweimal hintereinander je 5 ccm, 
um fiir die nephelometrische Bestimmung Parallelversuche anstellen zu 

















konnen. 
Nach der siebenten Entnahme, also nach 30 Minuten Spaltungszeit, 


pflegten wir den Versuch zu beendigen. Der im Erlenmeyerkolben zurtick- 
bleibende Fliissigkeitsrest von etwa 7 ecm dient zur Bestimmung der Wasser- 
stoffionenkonzentration. 

Die Eiwei8lésungen in den Becherglisern kénnen ruhig stehenbleiben, 















oder, was doch empfehlenswert, gleich nephelometriert werden. Zu diesem vr 
Zwecke werden sie mit je 5cem 25proz. HCl und 8 eem 20proz. Na-Sulfo- 
salicylsiurelésung versetzt, leicht umgeschiittelt, 3 Minuten stehengelassen ae 
und am Nephelometer gemessen. ‘ 
Fiir alle Messungen diente uns das Nephelometer nach Kleinmann der 4 i 
Firma Schmidt & Haensch. 3 
a 


Die Messung erfolgte gegen die erste Entnahme der noch ungespaltenen 
EiweiBlésung, deren Gehalt zu 100 Proz. angesehen wurde, als Vergleich. 

Alle Einzelheiten iiber die Technik der Nephelometrie sind in friiheren 
Arbeiten gegeben worden. Alle dort gegebenen Vorschriften sind genauestens 
zu beachten. Auch sei auf die vorangehende Arbeit iiber nephelometrische 
EiweiBbestimmung verwiesen. 

Mit Hilfe dieser Methode sind alle folgenden Versuche angestellt 
worden. 













III. Versuche iiber peptische Verdauung mittels nephelometrischer Methode. 






1. Variation der Fermentkonzentrationen bei gleicher Substratkonzentration. 





i 
| 
{ 

Fiir die folgenden Versuche wurden Substratmengen von 25 cem einer oo 
Serumverdiinnung 1:25 angewandt. Fiir den ersten Versuch dienten als se 
Fermentlisung 2 ccm einer Pepsinlésung 1:500. Die Aziditat war gleich 
der einer n/10 HCl, das Endvolumen 75 ccm. 

Bei den folgenden Versuchen wurden die Fermentkonzentrationen wie <4 
bei den Versuchen angegeben variiert'). Die zugegebenen Mengen Ferment- | 
lésung betrugen stets 2ccm, doch entsprach ihre Konzentration bei dem 1 
Konzentrationsverhiltnis 3:5 einer Verdiinnung 1:300 und 1:500, bei dem ; : 









Verhiltnis 1:2 einer Verdiinnung 1:250 und 1:500, bei dem Verhaltnis 1:3 


- 





einer Verdiinnung 1:300 und 1: 900, bei dem Verhiiltnis 1:4 einem Verhaltnis 
1:250 und 1: 1000. 









1) Es wurden Fermentkonzentrationen von dem Verhiltnis 3:5, 1:2, 
1:3 und 1:4 verglichen. 
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stellung wie folgt gegeben. 


Tabelle I (za Abb. 1). 


P. Rona u. H. Kleinmann: 


Es seien die Versuche und die aus ihnen folgende graphische Dar- 
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La 
Va 


3s 














0 














5 0 65 
— > Minuten 
Abb. 1. 


20. 5 


210 


4,8 


—— > Prozente der Eweikspa 


23,0, 


13,0 


25,0 


20,0 


— | — 21,0 21,023,6 23,0 25,0 25,0 27,8 27,8 29,5 29.5 


27,8 29,5 


I—20 | I= 20 | 1=20| I= 20/ I=20| 1= 20 


28,1 || 322 











] 














S} 


ZL 


‘a 








7 


























15 


eee 
— > Minuten 


Abb. 2. 


20 2 


Verhaltnis der Fermentkonzentrationen 3:5. 




















Tabelle II (zu Abb. 2, Kurve III). 


| 20 


Nr. elt Tet ave 

Minut. Spaltungszeit 0 tke i 10 15 
a I ae ns ee 

| 20,0 | 21,2 22,3 | 24,4 

Nephelometer- an | . , ae | +9 

ablesung — | 912 | 993 | 941 
PERO! 5 Bee | me 21,1 22,2 z | a 24,4 
Durchschnitt. | 20,0 | 21,2 | 22,3 | 24,3 | 


| 


26,3 
26,2 
26,2 
26,4 
26,3 
26,3 


yer % . 


| Vib | Vito 

iia sae ea 
27.5 | 29,3 
27,3 | 29,4 
27,3 29,4 
27,4 29,1 
27,3 29,3 


27,4 | 29,3 





Verglichen mit | Ib = 20/ Ib = 20| Ib = 20| Ib = 20 Ib = 20 Ib = 20 Ib = 20 





Proz.d. EiweiB- | | 
spaltung. . 0,0 5,7 | 


10,4 


17,7 


24,0 


} 


27,0 31,75 



















——— 


Minut. Sp 


Nephe 
able 


I yurchs 
Verglic 


Proz.d 
spalt 
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P Dar. Tabelle III (zu Abb. 2, Kurve V). 































































































































Nr. Ia Ia Illa Va Va Via Vila 
Minut. Spaltungszeit 0 5 10 15 20 25 30 i 
‘a F ee 3! 
VI Pu = 0,97 Bie 3 
ef 
25 a | 
20,0 22,0 24,7 26,7 30,5 35,1 38,3 a 
ai ‘iiinlillaaaacee ~ 22,0 24,7 26,7 30,5 35,6 38,0 if 
: Kee ce “Ho 22,0 | 24,6 26,4 | 30,5 | 35,0 | 38,2 a | 
ae | - 22,1 | 24,7 | 26,5 30,5 | 35,1 | 38,2 a 
5295 ~ 22,0 24,7 26,7 a4 30,5 o% 35,0 _ 38,2 3 . i 
7129.5 Durehschnitt . 20,0 22,0 24,7 26.6 30,5 35,0 38,2 ; : 
5 aa Verglichen mit |Ia= 20 Ia= 20\Ia= 20 Ia= 20 Ia= 20 la= 20) Ia= 20 : 7 
v0 : ‘ 
§ 29.5 Proz. d. EiweiB- is 
90 5 spaltung. . 0,0 9,1 19,0 24,8 34,4 42.9 47,65 “- 
we) 4§ 4 
20 60 | 
2,2 a 
50 + Me i 
7) , ‘aan 8 40 . | . ee 
N Be g lef | Z 
| Oe Fe 3 | | 44 
30 + 77 30 / + . ce 
bol aden | 8 / | 
$20 t ZT TT ” t x, . 8 
t ly) # 
ae ° . | . 
g” 7 | ” a a | Jf 
| | 
* 5 10 15 # 25 30 ¢ | 
$ N a 
——> Minuten ae Minuten sa : | 
Abb. 3. Abb. 4. = 
tl 
} 
Verhaltnis der Fermentkonzentrationen 1:2. { 
Tabelle IV (zu Abb. 3, Kurve I). ; 
0 eee: es Be Me Ila Ve | Ve Via Vila | 
Minut. Spaltungszeit 0 5 10 ass » | 3s o | 
Pu = 1,02 
2 | 20,0 | 20,5 | 21,3 | 21,9 23,0 23,8 24.6 
nr os 20,5 ZL3 | 21,9 23,0 23,7 24,6 
4 oy oo ema — | 20,7 | 21,3 | 22,0 | 23,0 | 23,7 | 24,3 
l esserneaiamts — | 20,6 | 21,3 | 220 | 22,9 | 23,9 | 24,6 
3 ~ 20,5 21,3 21,9 22,9 23,8 24,6 
3 ' Durehschnitt. | — 20,6 | 21,3 | 21,95| 23,0 | 23,8 | 24,6 
20° fF Verglichenmit |Ia= 20 Ta= 20/Ta= 20 Ia= 20 la= 20 la= 20/la= 20 i 
| Proz.d.Fiweis- | | | i 
q spaltung. . | 0,0 2,7 6,1 8,9 13,0 16,0 18,7 4 














Tabelle V 


(zu 


P. Rona u. H. Kleinmann: 


Abb. 3, Kurve IT). 





Nr. 


Minut. Spaltungszeit 


Nephelometer- | 
ablesung 


Durchschnitt . 20,0 
Verglichen mit 


Proz. d, Eiwei® - 


spaltung . 0,0 


Verhiltnis der Fermentkonzentrationen 1:3. 


21,3 
21,3 
21,4 
21,2 
21,3 


rin 
21,3 


6,1 


IIb 


10 


23,0 
23,1 
23,0 
23,0 
23,0 
23,0 


13,0 


Pu = 


IVb 
15 


bo | bo bo bv bo bo 


-— ee ee 
Sooo oc 


. 
or 


18,4 


1,02 


Vb 


20 


26,3 
26,5 
26,5 
26,4 
26,4 


26,4 


25,4 


Tabelle VI (zu Abb. 4, Kurve I). 


28,2 
28,0 
28,2 
28,2 
28,2 


28,2 


29,1 


30.6 
30.5 
30.7 
30.6 
30,7 
30,6 


Ib = 20|\Ib = 20) Ib = 20) Ib = 20' Ib = 20 Ib = 20/ Ib = 20 


34,6 





Nr. 


Minuten Spaltungszeit 


Nephelometerablesung | | ers 


Durchschnitt 
Verglichen mit . 


. | Tb 
Proz. d. EiweiBspaltung | 


Ib 
0 


IIb 


6 


bby 


b 


IIIb 


12 


b; | 


PH 


IVb 


18 


b | b; 
= 1,01 


b 


‘is 20,022,021 9, 22,5 22,5 23,9 23,6.24,7/04.9 
|21,8 22,0 22,5 22,5 24.0 23,8 24'5124.6, 
22,0 22,0 22,6 22.6 23.9 23.8 24.6 24.4 
(22,0 22,0 22,5 22.5 24.0 23.724.'7/24.6 
22,0 21,9 22,5 22,5 24,0 23.8 24.6 24.6 


20,0 


0,0 


20 Ib - 


22.0 


9,1 


20 [b 
11,1 


23,85 


16,1 


Tabelle VII (zu Abb. 4, Kurve IIT). 


22.0 22.0 22.5, 22.5 24.0 23,7 24.6 24.6 
22.5 
20 Ib 


24.6 


20 Ib — 20 


18,7 





Nr. 


Minuten Spaltungszeit 


la 


0 


Ila 
6 


a ao 


ay 


Ila 
12 
ao 


Pu 


Va 


18 


ay ao 


= 1,0 


Nephelometerablesung | 


20 


Durehschnitt _ ce : atl 20 
Verglichen mit 


Proz. d. EiweiSspaltung | = 


- 20 1a 


24,3 24,4298 30,1 36,1 36,2 31,0314 34,7 34,5 


24,0 24,2 29.3 30,2 36,0 36,430,7/31, 3134.4 34.5 
24°3 24.5 29'5 30.0 36,2 36,1 31,0.31,4 34.6 34.5 5 


24.1 24,4 29,7 30,0 36,3 36,4 31,2 31,4343 34.7 
24.0 24.3 29.5|29.9 36,2 36,3 31,0 31,3 34,5 34.6 
24,1 24,2 29.6 30,0 36,2 36,3 31,0 31,4 34,5 34,5 


24.15 29.8 36,25 31,2 a 34,5 
- 20 [a = 200.la— 20la 15 .la 15 
17,0 32,9 44.8 51,9 56,5 





Nephe 


Minut. Sp 


Nephe 


abl 


Durehs 
Verglic 


Proz.d 
spal 


Minut. § 


Neph 
ab 


Durelk 
Vergli 
Proz. 
spa 

1 
bildw 
denet 
stellu 
Spalt 
daB | 
linige 
die | 
werd 
die 
und 
gekr 
Linie 
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Verhaltnis der Fermentkonzentrationen 1:4. 





































































——— 
VIlb Tabelle VIII (zu Abb. 5, Kurve I). 
30 Nr. la Ila Illa IVa Va Via Vila 
Minut. Spaltungszeit 0 5 10 15 20 25 30 
30.6 Pu = 0,94 
30.5 
30,7 20,0 20,4 21,2 21,9 23,5 24,2 25,7 
30.6 anh | ts 20,2 | 21,2 | 21,9 | 23,4 | 24,1 | 25,7 
30,7 Ba occa ~ 20,2 | 21,3 | 21,8 | 23,7 | 23,8 | 25,8 
30.6 ne — 20,2 | 21,2 | 22,0 | 23,5 | 23,9 | 26,7 
* — 20,2 21,2 21,8 | 23,4 23,8 25,7 
>= "0 Bf Durchschnitt. | 20,0 | 20,25| 21,2 | 21,9 | 23,5 | 23,9 | 25,7 
34.6 Verglichen mit | la= 20)la= 20 Ia= 20 la= 20 [a= 20 la= 20 la= 20 3 
Proz.d. EiweiB- | M4 
spaltung. . 0.0: 3: 3 SS Bale Nae 14,8 16,3 22.2 : j 
iz 
oo Tabelle IX (zu Abb.5, Kurve IV). ee 
VIb | 
0 Nr. Ib IIb IIIb IVb Vb Vib Vib . 
b Minut. Spaltungszeit 15 20 ; : : 
ae? 
Pu = 0,96 : 1 
20,0 24,3 29,4 31,7 41,6 31,7 35,0 : 3 
SE 9 Ra | mn 24,0 | 29,3 31,4 | 41,4 | 32,0 35,0 /§ 
. a cy consgalt = 24,0 29,0 31,6 41,4 31,9 35,2 tT 
— - 24,1 | 29,1 | 31,6 | 41,5 | 32,0 | 35,3 f 
- 24,0 29,1 31,7 41,5 32,0 35,2 7 
Durehsehnitt . 20,0 | 24,1 29,2 31,6 41,5 31,9 35,2 / 
2 Verglichen mit || Ib = 20 Ib = 20 1b = 20| Ib = 20 Ib = 20|Ib = 15|Ib = 15 : | 
— § Proz.d. EiweiB- } 
—  —  spaltung. . 0,0 | 17,0 | 31,5 | 36,7 | 51,8 | 53,0 | 57,4 | 
‘ ae " 4 
} Wie die gegebenen Tabellen und Ab- ss j 
= , bildungen zeigen, erméglichen die gefun- | BRS Se ik / 
- denen Werte eine gute graphische Dar- — %0— | $571 _ i 
i) P r a . & | qd 
| stellung des Verlaufes von peptischen § | 
¥} ' S 
* — Spaltungen. et 
i Es ergibt sich aus allen Abbildungen, & 
345 daB der Beginn der Spaltung ein gerad- aT 5 
34,5 liniger ist, d. h. daB in der gleichen Zeit ¥ | q 
4 . . . eo & -— e 
34,5 die gleichen Mengen Eiwei8 umgesetzt 3” 
34,7 ¥ ‘ e4 
34 | werden. Im Verlaufe der Spaltung werden 
34,5 [| die umgesetzten EiweiBmengen geringer, |» 
5 - und die geradlinige Kurve geht in eine 
H Pa : : = 4.38 0 Sieh Seceinrers Feeney Meese Wom 4 
Lb gekriimmte, sich allmahlich abflachende  —— oo f 





Linie iiber. 














486 P. Rona u. H. Kleinmann: 


Diese Eigenart der Spaltungskurven ordnet die Kurven der pep. 
tischen Verdauung einer groBen Zahl gleichgearteter, bei anderen 
Fermentspaltungen beobachteter Bilder zu!). Hiermit stimmt iiber- 
ein, daf der Beginn der Abflachung der Kurven bei Anwendung gréBerer 
Fermentmengen eher erfolgt als bei Anwendung geringerer Mengen, 

Um die Eigenschaften der Spaltungsbilder noch besser vergleichen 
zu kénnen, seien im folgenden Zusammenstellungen gegeben, die dic 
Zahlenverhaltnisse, die aus dem Vergleich der stetigen Kurven folgen, 
zusammenfassen. 

Tabelle X (entsprechend Abb. 2). 





in Proz. 
ged 


curve III 
in Proz. 


urve V 


4 Verhiltnis der 
Verhaltnis der . 
Proz. 3 d Ferment: 
Umsatzzeiten der 
Umsatz rs konzentration 
Kurven V : Ill I:V 


In je 5 Minuten 


| umgesetzte 
| Eiwei8Smen 


i In je 5 Minuten 
| Kurve V 


Minuten 
Spaltungszeit 
Umges. Eiweif- 
a 

|| der 

| umges. Eiweif- 

|| menge in Proz. 
der Kurve III 

ee 

|| Umges. Eiweif- 
menge 

|| der 


ow 
~1 


8,75 5 8,5: 13 — 0,65 0,6 
8,75 10 17 : 26— 0,65 0,6 
8,75 15 35,5 : 39 — 0,65 0,6 
8,75 20 34 :42—065 | ; 
7,5 25 42,5: 65 — 0,65 

5,0 _ 51 :79=— 0,65 


XI (entsprechend Abb. 3). 


ot OT OH 
“3-1-1 
Or or or 
— 
aa 


aa 
or 
ao 


to 
aS 
ot 

n 


or 
on 
~ 
sits 
Coron 





ge d.| 


| Verhiltnis des 
Ferment: 
konzentration 


I: I 


Verhaltnis der 
Umsatzzeiten der 
Kurven II: 1 


in Proz. 
in Proz. 


urve Il 


s. Eiweif. 
urve | 


K 


ge 
Umges. Eiweif- 


~ 
= 
o 
N 
Sy 
+] 
€ | 
EI 
it 
3 | 
ai 
n 


Minuten 
umge 

men: 

der 

men 
umgesetzte 
Eiweifimen 
Kurve II 


| In je 5 Minuten 
|| der 


In je 5 Minuten 


625 | 5&5 | 7 :4=05 | 0,5 

6,26 | 10 14 :28=—05 | 0,5 

6,25 15 | 365:71—05 0,5 

6,25 20 7,5: 95=0,5 - | 

so | — ass paige 
| 40 | — a — 


Tabelle XII (entsprechend Abb. 4). 


ph Bose | 
on Aon 





| 
| 
| 
| 
| 





Verhiltnis der Verhiltnis der 


Proz. 4 Ferment- 
Umsatzzeiten der “ 
Umsatz konzentration 
Kurven III: 1 [Il 


in Proz.| 
urve I 


ge 
In je 5 Minuten 


umgesetzte 
EiweiBmenge d 


umgesetzte 
|, EiweifSmenge d. 
Kurve Ill 


'| Spaltungszeit 
Umges. Eiweif-! 
| In je 5 Minuten 
| Kurve I 

H Umges. Eiweif. 
| menge in Proz.| 
| der Kurve Il | 


| men 
| der 


| 1325 | 1325 | 6 | 55:17 =0324| 0,333 
| 265 | 13.25 | 10 | 12 :34,5—0,348 0,333 
| 30 | 126 | 16 }17 :51 =033 | 0333 
| 625 | 13,5 | 20 |:225:67 0,336; 0,333 
| 565 | 45 —- | = Se 


‘ag 
‘s 


i 
_ 


44 


? 


1) Beziiglich des Pepsins vgl. hierzu namentlich die Arbeiten von J. H. 
Northrop, The Journal of General Physiologie 2, 113, 471, 1919; 4, 245, 1921. 





Minuten 
Spaltungszecit 
Umeges. Eiweibs-, 


0 
10 
15} | 
20); -] 
25)) | 
30); : 
h 
Eiweil 
nuten 
Begin 
D 
zweiel 
es sic] 
halten 
} 
Ander 
Spalt 
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Tabelle XIII (entsprechend Abb. 5). 


4 pr )p- 
ide ren 
liber. 





| 
| 
| 


| 
| 
| 


Umges. Eiweifs) 





ge d. 


Verhiltnis der Verhaltnis der 


Proz. E Z Ferment- 
Umsatzzeiten der 
Umsatz : z konzentration 
Kurve IV: I 1:IV 


e in Proz. 


In je 5 Minuten 


urve I , 


Berer 
ngen, 
‘ichen 
ie lie 
gen, 


Umges. Eiweib- 


poy 2 in Proz. 
der Kurve IV 
In je 5 Minuten 


umgesetzte 
Eiweiimenge d. 


Eiweimen 
Kurve IV 


men 
der 
umgesetzte 
Kurve I 


Spaltungszeit 





Minuten 





2— 0,25 0,25 
10 10,5: 43 — 0,244 0,25 
15 15,5: 63 — 0,246 0,25 
20 © 20,5: 84 — 0,244 0,25 


5 5,5: 


wt 

) 

or 

So So fo 
Cr or or or 
— —s 
i) or 


S) 
© 
pat pt et 
Nee 


nl 


bo 
or 

—_ 

=i 
or 
w 
or 
or 
oo 
on 
or 


’ , 


30| 21,2 | 3, 57,5 4, si Pe | es 

In diesen tabellarischen Ubersichtsbildern ist einmal die Menge 
EiweiB angegeben, die in einer bestimmten Zeiteinheit — hier 5 Mi- 
nuten — umgesetzt wird. Sie erlautert zahlenmabig den geradlinigen 
Beginn des Eiweifspaltungsverlaufes. 

Des weiteren ist aber auch das Verhiltnis der Spaltungszeiten 
zweier Kurven bei gleichem EiweiBumsatz gegeben. Und hier zeigt 
es sich, daB die Spaltungszeiten bei gleichem Umsatz sich umgekehrt ver- 
halten wie die Fermentkonzentrationen. 

Es wurde des weiteren versucht, den Einflu8 festzustellen, den 
Anderungen der Substratmenge bei gleicher Fermentmenge auf die 
Spaltung ausiiben. 


is der 
Nt 
ration 
V 





Saal 


} de Ss 
its 
ition 





2. Variation der Substratmenge bei gleicher Fermentmenge. 

Die Substratmengen wurden im Verhaltnis 4:5, 3:4, 4:6, 4:7 
und 1:2 variiert. Es wurden hierzu Mengen zwischen 15 und 30 ccm 
Serumverdiinnung 1 : 25 bei einem Endvolumen von 75 ccm angewandt. 
Die anderen Bedingungen waren die gleichen wie oben: 2 ccm Pepsin- 
lésung 1: 500, Aziditat gleich einer n/10 HCI. 


Substratverhaltnis 4:5. 
Tabelle XIV (zu Abb. 6, Kurve V). 









Nr. || 
0 5 10 15 20 25 30 


ib | Mb | Ib wa as ee Vb | Vib < VIIb 





Pu = 0,95 


26,0 
26,0 


20,0 21,0 23,2 0 

0 
,0 26,0 
0 

0 


| | 83,7 2 
: — | 21,2 | 22,0 | 23,1 | 2 
Nephelometer- Pcie 21,3 | 21,8 | 23,1 2 
2 
2 
2 


ablesung 


PAS 


=] «J =~] «] 


25,9 


2 bo bo bo bo 


— | 21,2 | 21,9 | 23,1 
_ 21,3 | 21,8 | 23,0 26,0 27,4 
Durchschnitt . 20,0 | 21,3 | 21,9 | 23,1 | 25,0 | 26,0 | 27,4 
Verglichen mit || Ib = 20, Ib = 20 Ib = 20 Ib = 20 Ib = 20 [b= 20/Tb = 20 


Proz.d. EiweiB- | | 
spaltung . | 00 | 62 | 87 | 13,4 | 20,0 | 23,1 | 27,0 


| 















SNDEDS IEEE IA RRO a Uti hip ne 


Ts TENS LENIN ILENE CNN ROLE SO. EIB BOF ALR RT i 


a EST EARRING CAM ESD RSG PMN ek 
ibis AaS RAR PR hed 

























P. Rona u. H. Kleinmann: 


Tabelle XV 
(zu Abb. 6, Kurve IV). 





Nr. 


Minut. Spaltungszeit 


Nephelometer- 
ablesung 


Durchschnitt 


Ila IVa Via 
10 15 25 


Pu == 0,95 


28,9 
28,9 


4 31,0 
8 

6 29,0 

7 

7 

7 


31,0 
31,2 
31,2 
31,3 
31,2 


22,4 
22,3 
22,2 
22,3 
22,4 


22.3, 


24,4 
24,4 
24,6 
24,3 
24,4 


24.4 


26,0 | 27, 
25,9 | 27, 
26,0 | 27, 
26,0 | 27 29,0 — 
27 28,9 
27 


25,9 | 
28,9 


26,0 | 


b 
> 
> 


20,0 





Verglichen mit Ia = 20 Ia = 20 Ta = 20\Ia = 20 Ta = 20 Ia= 20\Ia— 20 


Proz. d. EiweiB- 
spaltung 


10,2 | 18,0 | 23,1 
Substratverhaltnis 3:4. 


0,0 | | 27,8 | 31,8 | 35,9 





ES 





frog 


e 


s 














ee 
7 


8 



































—-+ Prozente der Eiweihspa 
8 


Z 
y 


Ss 























6 2 
— > Minden 


Abb. 7. 


Tabelle XVI 
(zu Abb. 7, Kurve IV). 








Minut. Spaltungszeit | 


——-||— 


— ae a Oy ar ns 


Nephelometer- 
ablesung 





4 mb | “Ib 


[age 





| IVb 
are: 








20,3 
20,5 
20,8 
20,8 
20, 


24,5 
24,7 
24,2 
24,1 
24, 


22,8 
22,7 
22,5 | 
22,9 











Durchschnitt 


| 20,6 | 22,7 





Verglichen mit 


' 


| 20 0 





Proz. d. EiweiB- | 
spaltung | 


11,9 








| 
| 


2,9 





Neph 


Minut. Sp 


Nephel 
abl 


Durch: 
Verglic 


Proz. ¢ 
spali 
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Tabelle XVII. (zu Abb. 7, Kurve IIT). 













Nr. 





la Ha Illa 




















































Vila Minut. Spaltungszeit yer 5 10 15 20 25 30 
Rit) 
| — | 21,9 | 23,8 | 27,3 | 28,0 | 30,0 | 32,7 ft 
314 i — 21,5 24,0 27,3 28,3 30,3 33,1 a 
a0) eee —~ | 218 | 241 27:0 | 283 306 | 33,0 “| 
319 ewe | si 21,8 | 24,0 |- 27,1 | 283 | 30,7 | 33,0 ° | 
319 we 21,8 | 24,0 | 27,4 | 28,4 | 30,4 | 33,0 
31,3 Durchsehnitt . me 21,8 | 24,0 | 27,2 | 283 | 30,4 | 33,0 
31,2 Verglichen mit 20 20 20 20 20 20 
b= 20 Proz. d. EiweiB - 
spaltung . . — 8,3 16,7 26.8 29,3 34,2 39,3 
35,9 
Substratverhaltnis 4:5: 6. 
Tabelle XVIII (zu Abb. 8, Kurve V1). i 
ae eT Me Ile Vc Ve Vic | Vile 
Minut.Spaltungeseit || 0 | 5 Ot 36 ce 25 W ee 
PH = 0,92 
es 21,4 | 22,0 | 22,7 | 24,0 | 24,8 | 26,5 
‘iii aii | ~ 21,3 | 22,1 | 23,0 | 24,0 | 25,0 | 26,8 
eis. een : =~ 21,3 | 22,0 | 22,9 | 24,0 | 25,0 | 26,5 
ee | ve 21,1 | 22,0 | 228 | 24,1 | 25,0 | 26,5 
a 21,3 1 21,9 | 22,8 | 24,1 | 25,2 | 26,5 
Durchschnitt . | — | 21,3 | 22,0 | 22,8 | 24,0 | 25,0 | 26,5 
Verglichen mit a | 20 20 20 20 20 
Proz. d. EiweiB - | 
spaltung . . _ 7,0 9,1 12,3 | 16,7 | 20,0 | 24,6 
Tabelle XIX (zu Abb. 8, Kurve V). 
Ib Nr. Ib IIb IIIb IVb Vb VIb | VIIb 
0 Minut, Spaltungszeit toe 10 15 20 25 30 
PH = 0,92 
| 4 
),0 cee} e 22,9 24,5 26,0 27,1 27,9 1 
),1 Ee | — | 22,0 | 23,2 | 24,5 | 26,2 | 26,5 | 27,5 
0 Gi sonal — | 21,9 | 23,2 | 24,8 | 26,2 | 26,5 | 27,4 
,0 oe — | 21,8 | 23,2 | 246 | 264 268 | 27,6 
1 — | 21,8 | 233 | 94,4 | 26,0 | 26,9 | 27,6 
,0 Durchschnitt . | — | 21,9 | 23,2 | 24,5 | 26,2 | 26,8 | 27,6 
| Verglichen mit | — 20 20 =| 20 20 | 20) | 20 | 
Proz. d. EiweiB- | | 
,0 spaltung. .|| — | 8,7 13,8 18,4 23,7 | 25,4 27,5 2 
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Tabelle XX (zu Abb. 8, Kurve IV). 





Nr. ee ae ee IVa Va 
Minut. Spaltungszeit 10 15 20 


Pu = 0,92 


29.9 
29.8 
30,0 
29.6 


| 23,3 25,8 
os nal 23,3 25,6 
Nentslometr- 1) = | ds | aus | an 
aaa | 23,3 | 25,4 

| 22,5 | 23,3 | 25,5. 29,9 es 
Durchschnitt . | | 23,3 | 25,5 | 29,9 Durel 
Verglichen mit | Be 20 20 | 20 Vergl 
Proz. d. EiweiB- Proz. 
spaltung . . Rae 6 | 14,2 | 21,9 t 33,3 spa 


Substratverhaltnis 6:7. 
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bo | bo be be be bo 
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Nr. || 


Minut. Spaltungszeit 








Nephelometer- | i 
ablesung 








Durehechnitt 


Verglichen mit | —_ 


Proz. d. EiweiB- | 
spaltung 











29.9 
29.8 
30.0 
29.6 
29,9 


29,9 
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Tabelle XXII (za Abb. 9, Kurve VI). 





‘Ie | WVa_ 


| 40,0 | 33,6 

| | | 92 6 aC aad 
Nephelometer- })  _ “ae Oey eg rsp ~~ 
= | | 26,3 | 31,6 | 36,2 39,9 | 34,0 
36,0 | 39,8 | 34,2_ 


Durehschnitt . || — | 23,9 | 265 | : 36,2 | 39,9 | 34,0 


il 


Verglichen mit | - | - i 20 | 20 
Proz. d. EiweiB- | l 


| 


spaltung . . ‘ 37,3 44,8 | 49,9 


Tabelle XXIII (zu Abb. 10, Kurve II). 





ee ae | me | We | Ve | Vie | Vite 





ee ene Sean one ieipereona } 





Minut. -Spaltungszeit | 10 | 15 2 | 25 30 


Pu= 103 


20,0 22,5 | 24,5 
22.5 | 243 


29,7 | 32,5 | 36,1 
29,5 | 32,2 | 35,8 
29,3 | 32,5 | 35,9 
29,5 | 32,5 | 36,0 

29,5 | 32,5 | 36,0 


Durehschnitt . | 20,0 | 22,5 | 244 | 21.5 | 29,5 | 32,5 | 36,0 


. 


. 


Nephelometer- | pane 29°4 24°4 
ablesung | a 224 245 


. 


|} bo bobo boro 
ANNs 
Ore Oot 


_ 22,5 24,5 


Verglichen mit Ia= 20\La =| 20| la = 20 Ta = 20) Ta= 20 la= 20| a= 20 


Proz. d. EiweiB- | [ 
spaltung . . | 0,0 | 11,0 | 18,0 | 27,2 | 32,1 | 38,4 | 44,3 


Tabelle XXIV (zur Abb. 10, Kurve I). 








Nr. | ee Ib | IVb 1 Vb = 


Minut. Spaltungszeit | Se 20 


Pu = 1,03 


24,4 25,8 | 28,0 
24,6 | 25,9 | 28,0 
24,4 26,1 | 28,0 


19,0 

A se 16,9 | 19,0 
N Sno ssastngg 16.7 18.8 
poe | 16,8 19,1 24.3 26,2 | 28,0 

| 16,8 | 19,0 24.4 | 25,7 | 28,0 

Durchschnitt ea 10,0 | 16,8 19,0 | 21,75| 24,4 | 25,9 | 28,0 


Verglichen mit |Ib= 10| Ib= =10/Ib= 11 10) [b= 10 Tb = 10/1 Ib= 10 Ib= 10 


Proz. e. Eiweib- | | 
spaltung .. | 0,0 | 40,4 | 47,3 | 53,8 58,8 61,2 64,2 
Biochemische Zeitschrift Band 140. 32 
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Aus diesen Versuchen und graphischen Darstellungen folgt, dag 
eine einfache Beziehung zwischen zwei Spaltungen, bei denen ic 
Substratmenge die- Variable ist, nicht festzustellen ist. 

0 Alle Kurven bestitigen die bei der 

Variation der Fermentmengen gegebene 
Regel des geradlinigen Anfangsverlauifes 
der Spaltung, zeigen aber keine weitere 
GesetzmaBigkeit. Keinesfalls besteht dic 
bei manchen Spaltungen beobachtecte 
Regel, daB die absoluten, in gleichen 
Zeiten umgesetzten Substratmengen gleich 
sind. Die Kurven lassen nur erkennen, 
daB, je kleiner das Verhiltnis der Sub- 
stratmengen, desto kleiner — und zwar 
in steigendem Mabe — auch das Ver- 
haltnis der Spaltungszeiten bei gleichem 
Umsatz ist. 

Der durchschnittliche Fehler der 
Methode betrigt rund 1 Proz. 
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Zusammenfassung. 


Die nephelometrische EiweiBbestimmung wird zum Studium 
fermentativer EiweiBspaltung speziell der peptischen Verdauung ver- 
wandt. 

Die Methode ist einfach und erméglicht Reihenuntersuchungen 
in kirzester Zeit (1 bis 2 Stunden). 

Es wurde die peptische Verdauung bei Variation der Ferment- 
mengen bei gleichbleibender Substratmenge studiert. 

_ Der Verlauf der Spaltung ist anfangs ein geradliniger. Nach 
stirkerer Spaltung (etwa 25 bis 30 Proz.) geht die Kurve in eine ge- 
kriimmte, sich abflachende Linie itiber. 

Des weiteren zeigte sich, daB sich die Spaltungszeiten bei gleichem 
Umsatz umgekehrt verhielten wie die Fermentkonzentrationen. Auch 
hier ordnet sich die peptische Verdauung den bei anderen Spaltungen 
beobachteten GesetzmaBigkeiten ein. Bei Variation der Substratmenge 
bei gleichbleibender Fermentmenge lieB sich eine einfache Gesetz- 
maBigkeit nicht ableiten. 

Herrn Dr. Oelsner, der uns bei einem Teile der Arbeit. sehr wesentlich 
unterstiitzte, sei unser bester Dank ausgesprochen. Die Untersuchungen 
werden fortgesetzt. 



















sw. 


t, dak 


en die 

































ei der 
yebene 
rlaufes 
veitere 
ht die Studien zur Zellatmung. 
chtete 
sichen II. Mitteilung. 
gleich Die Wirkung von Chinin auf die Atmung lebender Hefezellen. 
a, Von 
Sub- 
2 ; P. Rona und K. Grassheim. 
zWar 
Ver- (Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts 
chem der Universitat; Charité Berlin.) 
(Eingegangen am 21. Juni 1923.) 
der 
Mit 25 Abbildungen im Text. 
I. In der ersten Mitteilung!) haben wir die physiologischen Be- 
dingungen des Atmungsprozesses lebender Hefezellen eingehender unter- : 
lium sucht und die Grundlagen gewonnen, die ein Studium der Einwirkung 
ver- verschiedener, chemisch gut definierter Verbindungen auf denselben 
gestatten. Zunichst haben wir,nun die Wirkung des Chinins (angewandt 
ngen wurde stets Chinin, hydrochloricum) untersucht. 
Die Methode war die in der ersten Mitteilung angewandte; gearbeitet 
ent- wurde mit dem dort benutzten Stamm von Torula pulcherrima. Die Zu- 
sammensetzung der einzelnen Proben war stets: 4 ccm der Pufferlésung 
Tach (Phosphat- oder Acetatgemisch), 4 ccm der Hefesuspension und 1 ccm der 
‘ Chinin. hydrochloricum- bzw. in den Kontrollen | ccm der Pufferlésung. Als 
8e- Konzentration der Chininlésung ist stets diejenige der zugesetzten Chinin- 
lésung, nicht die Konzentration des Gesamtgemisches an Chinin angegeben. 
1em In das Gefi8 zur Adsorption der entwickelten CO, kam 1cem 33proz. 
uch Natronlauge. Die Hefesuspension wurde stets zuletzt zum Puffer-Chinin- 
gen gemisch zugesetzt, und zwar, wenn nicht anders angegeben, unmittelbar 
. vor dem Einsetzen der Manometer in das Wasserbad. ; 
ng Vorversuche haben ergeben, da m/100 Chinin. hydrochlor. weder bei 
tz stark saurer (bei py 3,99, Acetatpuffer) noch bei alkalischer Reaktion 
(py 7,63, Phosphatpuffer) auch nach langerer Einwirkung (bis 142 Stunden) 
ich die Atmung der Hefezellen zu beeinflussen vermag. Deutlich war hingegen 


die Hemmung unter den gegebenen Versuchsbedingungen bereits bei m/50 
Chininlésung?*). 





ren 








1) Vgl. diese Zeitschr. 184, 146, 1922. 
2) Statt Chinin. hydrochlor. wird in der Arbeit der Kiirze halber stets 


»Chinin“ geschrieben. 






32* 
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Zur Feststellung der Abhingigkeit der Atmungshemmung yon 
der Wasserstoffionenkonzentration des Mediums wandten wir eine 
m/25 Chininlésung an. Um eine etwaige Ausfillung des Chinins 21 
verhindern, pufferten wir mit Acetatgemischen die Lésungen auf eine 
verhaltnismaBig stark saure Reaktion, wobei wir jedoch noch innerhalb 
der in der ersten Mitteilung festgestellten Grenzen des Optimuns 
fir die Atmung geblieben sind. Die Versuche sind in den folgenden 
Tabellen (Versuch 1 bis 3) und Abb. 1 bis 3 wiedergegeben. 


Versuch 1 (Abb. 1). 


17. Oktober 1922. Kultur vom 12. Oktober. p,, = 5,12. Zu I und III 
Chinin. Beginn 1549’, 





ie OxVerbrauch in com | 
Zeit | on aN eh A | Hemmung 


een a Be: Proz, 


ys9' || 362 | 416 
209 || 5,87 7,56 
229 || 1202 | 15,32 


12,3 
20,5 
21,6 


| 
| 


— = 


Abb. 2. Abb. 3. 


Versuch 2 (Abb. 2). 


18. Oktober 1922. Kultur vom 13.Oktober. Dieselbe Anordnung. Py = 5,38. 
Beginn 1542’. 





OgVerbrauch in com | Hemmung 


Il. | Proz. 





er — = 
| 7,04 = || 61,6 
j 
| 


1242 67,0 
16,14 70,4 
2171 | 73,1 
28,16 15,3 
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Versuch 3 (Abb. 3). 


Die Versuche zeigen, daB die Hemmung der Atmung mit steigen- 
dem py, d. h. bei zunehmender Alkalitaét zunimmt, ferner, daB sie 
nicht sofort ihre endgiiltige Hohe erreicht, sondern im Laufe der 
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19. Oktober 1922. Kultur vom 16. Oktober. 
In I und HI Chinin. p, = 5,93. Beginn 11520’. 















Oy:Verbrauch in com 


Zeit | 
ee: Si Nee . 
11b30'| 2,31 9,09 
1140 | 3,77 16,19 
1151 464 | 23,58 
1220 , 5,48 28,50 


[— 


Il. 


Giftwirkung ansteigt. 
Genauer schildern die hier 
vorliegenden Verhiltnisse die 


folgenden Versuche. Bei die- 
sen wurde ebenfalls stets eine 
m/25Chininlésung angewandt. 
Die Zusammensetzung des Ge- 
samtgemisches war wie in 
den vorigen Versuchen. Unter 
,, Gesamtzeit™ ist die Zeit vom 


Zusatz 


zum Chinin-Puffergemisch bis 
zur jeweiligen Ablesung zu ° 
verstehen. 





20. Oktober 1922. 
za den Pufferlésungen mit Chinin (in I und III) und ohne Chinin (in II): : 
10855’. (Der Zusatz erfolgte auch in den folgenden Versuchen stets gleich- 
zeitig.) py = 5,67. Beginn: 12515’. 


der Hefesuspension 


i Hemmung 
Ill. i] Proz. 
269 | 746 
43 | 75,0 
5,65 | 78,2 
6,27 79,4 





— 


Abb. 4. 


Versuch 4 (Abb. 4). 
Kultur vom 17. Oktober. 












# 
42 
20 




















Abb. 5. 






Zusatz der Hefesuspension 








akseatage eas 















OgsVerbrauch in ccm 








Zeit veel EARN EAE SS 
L L; Meee t | 
12h25' 2,09 | 5,38 
12 35 2,91 8,69 
12 55 3,96 15,36 





Versuch 5 (Abb. 5). 





Mis on Hemmung |  Gesamtzeit 
Proz. 
| oe | 
i 68,9 
i 76,9 | 2 Stunden 


24. Oktober 1922. 



















Kultur vom 20. Oktober. 





In III und IV Chinin. Zusatz: 12°05’. Beginn: 1555’. py = 5,17. 





OgsVerbrauch in ccm 





L. Il. Il. 


11,02 | 1126 | 7,45 
15,61 | 15.99 | 10,25 
23.07 | 


23,65 14,18 













Hemmung |  Gesamtzeit 
Proz. 
34.3 1h 50’ 
33,0 | 
40,4 2 44 
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Versuch 6 (Abb. 6). 


. Oktober 1922. Kultur vom 21. Oktober. In IIT und IV Chinin. 
Zusatz: 115365’. HBr sacra 1867". p; = 6,1. 





OpVerbrauch i in ccm Hemmung 


[ 
Zeit wp - —— ——— Gesamtzeit 
i I, | I. Ii. : Proz. 

| 

| 


2n07' | 652 | 6,32 106 | 10 | 840 
218 || 1281 | 1263 145 | 1,33 89,1 
2 27 18,29 | 18,32 207 | 1,74 89,7 
237 |, 23,53 | 23,53 227 | 1,99 9,0 | 2 87 


Versuch 7 (Abb. 7). 


2b 22’ 


"i 


26. Oktober 1922. Kultur vom 23. Oktober. In II Chinin. Zusatz: 11) 40’ 





Beginn: 1532’, py = 4,87. 


1} | 
Op Verbrauch in ccm | | 

Zeit | — || Hemmang Gesamtzeit 
x ee ae = Proz. 





“yh4g’| 2.80 | 249 13,6 |  2h03’ 
152) 449 | 417 7,4 
212) 6,94 6,42 7,5 
222) 920 | 84 8,0 2 44 


0 


—_—s aoe —_— 


Abb. 6. Abb. 7. Abb. 8. 
Versuch 8 (Abb. 8). 


26. Oktober 1922. Kultur vom 23. Oktober. In II Chinin. Zusatz: 11» 40’. 


Beginn: 1532’. py = 5,4. 








OyVerbrauch in ccm 
Be 





Gesamtzeit 





| 507 | 283 1 2h03’ 
898 | 453 

16,66 | 7,56 

2443 | 10,29 2 44 
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Versuch 9 (Abb. 9). 


27. Oktober 1922. Kultur vom 24. Oktober. In II Chinin. Zusatz: 11°30’. 
Beginn: 1514’. py, = 6,2. 





nin. 


















\ > 
Pit Zeit | ee oe Hanenting Gesamtzeit 
| I. Il. Proz. 
! 1n98'!/ 911 | 085 || 90,7 | 1hB8’ 
142) 1765 | 121 | 933 
152) 2418 1,46 93.9 | 
202) 3064 1,58 949 | 232 





In Ubereinstimmung mit den vorherigen Versuchen zeigen diese, 
da8 2 Stunden nach Zusatz des Chinins zur Zellsuspension die Zu- 
nahme der Atmungshemmung mit der Zeit meist 
noch zu beobachten ist. Nur in den Fallen, wo 
bei der entsprechenden H-Ionenkonzentration die 
Hemmung an sich sehr gering oder sehr stark ist, 
ist bereits in der Beobachtungszeit eine gleich- 
bleibende HemmungsgréBe zu verzeichnen. 

In den folgenden in dieser Richtung an- 
gestellten Versuchen wurde die Technik insofern 
geindert, daB nach jedesmaliger Ablesung der 
Hahn der Manometer wieder geéffnet, die Mano- 
meter eine kurze Zeit bei offenem Hahn abermals 
geschiittelt, darauf die Hihne wiederum geschlossen 
und nach durchschnittlich 14 Stunde die Menge 
des verbrauchten Sauerstoffs gemessen wurde. 
Durch Feststellung des O,-Verbrauches bei der 
Atmung der Zellen ohne und mit Zusatz von 
Chinin erhielten wir die prozentuale GréBe der — 
Vergiftung zu verschiedenen Zeiten, indem die Aue. 9. 
AtmungsgréBe der nicht vergifteten Zellen gleich 100 gesetzt wurde. 
Angewendet wurde eine m/25 Chininlésung. 





40 



























Versuch 10. 
10. Dezember 1922. Kultur vom 10. Dezember. Zusatz: 12520’. py = 5,94. 








} oe OvsVerbrauch in ccm 













| | 
Zeit | Hemmung | Gesamtzeit || EE obne be 
: i Proz. i Chinin 

hg’ || 55,5 S| ~Ss«dD 4,1 9,25 

eS ee ee 88 | 8h 

158 | 67,0 1 38 3,4 10,1 

208 = | 65,9 7,9 21,5 

1h17’bis2 25 | 67,0 2 05 3,4 10,2 
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18. Dezember 1922. Kultur vom 13. Dezember. Zusatz: 1130’. py = 5,7 


Versuch 11. 


P. Rona u. K. Grassheim: 























, | | Oz:Verbrauch in ccm 
Zeit Hemmung | Gesamtzeit ohne mt 
| Proz. | Chinin 

—— I a 
12b08’ 44.8 | 38’ I 6,49 3,4 
12 18 48,4 13,51 6,84 
12 28 | 52,1 20,25 9,7 
12h49’bis 1 0 | 60,4 | 8,2 3,2 
115 | 620 18,6 7,12 
125 | 61,8 1h55 25,0 9,8 


Versuch 12 (Abb. 10). 
19. Dezember 1922. Kultur vom 16. Dezember. Zusatz: 11505’. py = 5,8. 





















l 
Zeit | Hemmung Gesamtzeit 
- | ‘Proz. 
11h41’ | = 415 36’ 
1l 52 46,0 
12 01 50,2 
12h22’ bis 12 32 | 62,5 
12 44 63,0 
i 5 1 eas 2b10 


20. Dezember 1922. Kultur vom 16. Dezember. Zusatz: 11535’. py, = 5,42. 


35 


Versuch 13 (Abb. 11). 


TL 


~ OyVerbrauch in com: 


ohne mit 
 Chtmte 
el 
19,6 10,59 
214 | £140 
a 2,9 
17,4 6,51 
8,1 | 3,03 

















Zeit Hemmung Gesamtzeit ae 
Proz. 
alaaeE=E=S=S=S=S=SoNNONO—S—Pl_—ePS——=| —o = = | — 
12615" | 31,3 rT 
12 30 38,0 
12h39’ bis 12 52 44,3 
iC es 47,1 1450 
1 35 46,2 
155 , 210 47,4 2 05 








: ~ OpVerbrauch in com 


mit ohne 
” Chinin ee. 

662 | 9,49 
1293 20.83 
559  —«:10,04 
4,43 8,37 
8,62 16,0 
4,89 9,3 
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Versuch 14. 


4. Dezember 1922. Kultur vom 28. November. Zusatz: 12520’. Beginn: 15. 
Py = 5,10. 








| 


Proz. | Chinin 


| OyVerbrauch in com 


mit ohne 


Hemmung Gesamtzeit 


| 
| 

1b } 15,8 4,9 
12)’ | 17,7 , 9,54 
131 | 20,0 14,5 
1 41 21,6 
151 | 23,8 

1h54'bis2 05 | 32,1 
215 | 33,3 | 
225 | 33,2 | 2b05 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB die Hemmung der Atmung 
nach einer gewissen Zeit stationir wird. Diese bestimmte Héhe der 
,, Giftwirkung** hangt von dem py des Gemisches ab; mit zunehmendem 
pu ist sie gréBer. Wie diese ,,absolute“ Hemmung durch m/25 Chinin- 
lésung den verschiedenen py zugeordnet ist, zeigt die Abb. 12, bei 
der auf der Abszisse die py, auf der Ordinate die prozentischen Hem- 
mungen aufgetragen sind. Dieses Verhalten spricht dafiir, daB die 
Vergiftung von der Chininbase herriihrt. Die progressive Atmungs- 
hemmung bis zu dem jeweiligen Endzustande lieBe sich mit Permea- 
bilitatsvorgingen erkliren: es wandert mit der Zeit immer mehr 
Chininbase durch die Zellmembran, bis sich ein Gleichgewicht eingestellt 
hat. Auf diesen Punkt werden wir noch zuriickkommen. 

Es war von Interesse zu untersuchen, wie sich die Hemmung bei 
anderen Chininkonzentrationen verhielt, vor allem, wie sich die Be- 
ziehungen zwischen der H’-Konzentration und der HemmungsgréBe 
bei anderen Giftkonzentrationen verhielten. 

Die nachfolgenden Versuche sind mit m/15 Chininlésung an- 
gestellt. 


Versuch 15. 


9. Januar 1923. Kultur vom 7. Januar. Zusatz: 12925’. Beginn: 1501’. 
Acetatgemisch 1:7, py = 5,58. 





| ~OyVerbrauch incom 
Hemmung Gesamtzeit mit ; ohne 
Proz. } Chinin 
1h15’ 66,2 40’ 10,54 3,54 
1 25 71,2 ‘ 18,27 5,48 
2 bis 2 30 78.0 os || - 1472 3.24 
2 50’, 3 78,0 14,78 3,25 
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Versuch 16. 2eihe 


12. Januar 1923. Kultur vom 9. Januar. Zusatz: 12"35’. Beginn: 10s gefigt 
Acetatgemisch 1:5, py = 5,4. nuten 





OysVerbrauch in com zeitig 


Hemmung Gesamtzeit | ohne mit 
| 
| 
| 


Proz. Chinin ‘2 
1h25’ 61 50’ 
208 | 682 | 
2b15’ bis 2 25 i 67,8 1h50 | 





Versuch 17. 


22. Januar 1923. Kultur vom 17. Januar. Zusatz: 4510’. 
Sto 1:11, py = 5,97. 





| “| OpVerbrauch in com 
|| Hemmung Gesamtzeit ' fy ohne _ mit 
Chinin 





Proz. 
5hO5' 786 | P| 869 1,53 
5 17 82 i 14,83 68 
5h21' bis 5 40 90 9,0 il 
605 , 620 | 100 2h10 8,72 | 
Bei diesem p, ist also nach 2 Stunden eine véllige Hemmung der 


Atmung eingetreten. 
Versuch 18. 


25. Januar 1923. Kultur vom 23. Januar. Zusatz: 415’. Beginn: 5! 30’. 
> 1:3, Pa =e 6,15. 





| s ~~ OpVerbrauch in in ccm 
Hemmung Gesamtzeit 
+ 


1b30’ 





6 
6b10'bis 6 30 | 2 15 


Versuch 18a. 


26. Januar 1923. Kultur vom 23. Januar. Acetatgemisch 1:1, py = 4,63. 
Endhemmung: 31 Proz. Dieser Versuch wird in einem der folgenden Kapite! 
noch genau wiedergegeben werden. 


Wie die Abb. 12 zeigt, verlauft die Atmungshemmung dieser Reihe 
parallel zur Hemmung durch m/25 Chininlésung, nur daB — wie es 
bei der stérkeren Konzentration an Chinin zu erwarten war — dic 
absolute Hemmung stirker ist. 

II. Zur Priifung gesetzmiBiger Beziehungen zwischen Giftkonzen- 
tration und Giftwirkung (bei gleichbleibendem py) wurden, ausgehend 
von einer m/25 Lésung von Chinin. hydrochlor., in geometrischer 
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tcihe Verdiinnungen hergestellt und diese den Hefesuspensionen zu- 
gefiigt. Zunachst wurde die Endhemmung abgewartet, dann in 20 Mi- 
nuten wihrend des Versuches die verbrauchte Menge Sauerstoff (gleich- 
zeitig mit einer Kontrolle ohne Chinin) festgestellt. 


BPS: 






- Im folgenden seien einige dieser Versuche wiedergegeben 
geg 
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Abb. 12, Abb. 13. 









Versuch 19 (Abb. 13, 14). 
3. November 1922. Kultur vom 1. November. In I kein Chinin; in IT 1 cem 

m/33,3 Chinin; in ITI m/41,6 Chinin; in IV m/50 Chinin. Gesamtvolumen + 
10cem. In I 5ccem Acetatgemisch, p,, = 6,0, 4ccm Hefesuspension und 

leem NaOH 30 Proz. In II bis IV 4cem Acetatgemisch, 1 ccm Chinin, ‘= 
sonst wie in I. Zusatz des Chinins zur Hefesuspension 11", Versuchs- 
pecans 2h 22’. Resear 2h 42’, 
























In. 





G;Wecbewoth On '. | 10,14 2,88 5,49 | "7,99 
omen emmung in Proz.. . . | 71,6 45,9 28,8 
Log. der , *viincn Se 1,8549 1,6618 1,4594 
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Abb. 14. Abb. 15. Abb. 16. 


Versuch 20 (Abb. 15, 16). 


Dieselbe Anordnung wie im vorigen Versuch bei py = 6,12. Versuchs- 
dauer 50 Minuten. 






















































Bee | a4 I. I. | IV. 





~ ore meer = 2 _— = = 
Verbreuch ccm... 21,08 | 4,99 | 988 12,91 
0, Ve ungin Proz.. | | | 763 | 882 | 388 
Log. der Hemmung | | 19825 | 1.7259 |  1,5888 
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Versuch 21. 
6. November 1922. Kultur vom 3. November. In I kein Chinin; in I] 
m/83,4 Chinin; in Il m/66,7 Chinin; in IV m/50 Chinin. py = 6,0, 
Zusatz: 1203’. Versuchsbeginn: 208’. Ablesung: 2853’. 














okey I. | I. | IV. 
O:Veleon: 1 me | en | 2049 | 18,80 
Hemmungin Proz,. . . fb ee | 222 | 28,6 
Log. der Hemmung . . | 12330 | 18464 | 1,456 


Die Versuche und die beigefiigten Abbildungen zeigen, dai bei 
Anderung der Konzentration des Chinins in einer geometrischen Reihe 
der Logarithmus der Hemmung, graphisch dargestellt, eine gerade 
Linie ergibt. 

III. Um die oben gestreifte Frage zu priifen, ob auf den zeitlichen 
Ablauf des Vergiftungsvorganges die Zellmembran eine Rolle spielt, 
wurde in einer Reihe von Versuchen die Zellmembran vor dem Zusatz 
des Chinins zur Hefesuspension zerstért. Zu diesem Zwecke wurden 
die Hefezellen zunachst in eine Kaltemischung von etwa — 25° gebracht, 
dort gefroren und nunmehr in einem Wasserbade von 60° wieder auf- 
getaut. Diese Prozedur wurde dreimal wiederholt. Wie wir in unserer 
ersten Mitteilung feststellen konnten, iibt eine solche Behandlung in 
der Regel keinen nennenswerten EinfluB auf die AtmungsgréBe aus. 


Die Versuche verliefen wie folgt. 


Versuch 22 (Abb. 17). 
8. Dezember 1922. Kultur vom 4. November. Dreimal vereist und wieder 
aufgetaut. Acetatgemisch: py = 5,4. Chinin m/25, Zusatz zur Zell- 
suspension: 124, In I kein Chinin. In II und III je 1 ccm Chininzusatz. 

















Beginn: 12h 42’. 
Vv | 

Orie es, OyVerbrauch in com | Hemmung | Re 

es6 GES ee we eS ee | Proz. | 
T = me nnn me Tl ll 

12h 53’ 10,6 ee.” Vee Gar ee 53' 

See a ee ee ee ee ee 

112| s7i6 | 1635 | 1635 | 307 | Iie 


Versuch 23 (Abb. 18). 


9. November 1922. Kultur vom 6. November. Py = 5,2. In I und IT ohne, 
in III und IV mit m/25 Chinin. Zellen nur einmal vereist und wieder auf- 
getaut. Zusatz: 12240’. Beginn: 211’. 


























ais 3 OvgsVerbrauch in ccm Hemmung | ee, 
eee es Pm 1 ON. Proz. _—|| 
j — | — 17 ——<————7 et A 
2h33/) 816 | 7,91 5,59 6,1 27,2 Jb 37’ 
245) 1259 | 1283 8,1 8,79 33,9 
3 03] 19,22 19,71 11,59 12,2 38,7 2 27 
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Versuch 24 (Abb. 19). 


10. November 1922. Kultur vom 8. November. py = 6,05. In II und IIT 
Chinin m/25, Suspension dreimal vereist und aufgetaut. Zusatz: 1" 40’. 
Beginn: 2502’. 








OysVerbrauch in ccm Hemmung 


Il. Il. | Proz. 


Gesamtzeit 


3,83 | 795 
4.97 | 818 
6,73 | 80,2 


52 


2 
<> 


Abb. 18. 


Versuch 25. 
9. Dezember 1922. Kultur vom 6. Dezember. Zellsuspension dreimal 
vereist und wieder aufgetaut. Zusatz: 12515’. Beginn: 1°02’. In I bis LI 
Chinin. In IV und V kein Chinin. 








il ears P 
| Wahrend einer Hemmung 
| Zeit von 
| 


Verbrauchte Menge O, in ccm 


Gesamtzeit 


| 
es as ee | 
13,80 | 14,14 | 1423 16,56 16,92 | 15 Min. 186 | 102’ 
12,28 | 12,12 | 1269 14,49 | 14.61 a ae Maret 
2 | 1817 | 18,04 | 21,94 | 22,24) 18 , “uaF 4. 
Die Versuche zeigen einmal, daB die GréBenordnung der Atmungs- 
hemmung durchaus derjenigen bei intakten Zellen entspricht, ferner 
die Hemmung hier nicht progressiv verliuft, sondern bald nach Versuchs- 
beginn ihren Endwert erreicht. (Im Versuche 23 mit nur einmaliger 
Vereisung wurde offenbar eine ausgiebige Zerstérung der Zellmembran 
noch nicht erreicht.) Diese Tatsache spricht sehr zugunsten der Auf- 


Proz. 


a : oe 
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fassung, dafS der progressive Verlauf der Vergiftung auf eine mehr 
oder weniger langsame Durchgingigkeit der Zellmembran fiir as 
Gift zuriickzufiihren ist. 

IV. Bei den bisher wiedergegebenen Versuchen konnten wir cine 
Atmungsférderung durch das Chinin nie feststellen. Auch als Vorliufer 
einer spater einsetzenden Hemmung trat eine Férderung, wie sie Rona 
und Bloch!) an Ginseerythrocyten beobachtet hatten, nicht auf, und 
da, wo es sich erwies, daB die Konzentration der Chininlésung nicht 
ausreichte, um eine Vergiftung hervorzurufen, war tiberhaupt keine 
Wirkung vorhanden. 

Hierzu ist nun zu bemerken, daB alle diese Versuche des vorigen 
Abschnittes innerhalb des Reaktionsbereiches angestellt wurden, den 
wir als Optimum fir die Atmung unserer Hefezellen experimente|! 
erkannt hatten. Als wir nunmehr einen Versuch — in anderem Zu- 
sammenhang — ansetzten, der auBerhalb dieses Optimums im sauren 
Gebiete lag, erhielten wir eine Férderung, und zwar bei einer Gift- 
konzentration, die bisher stets eine deutliche Hemmung gezeitigt hatte. 

Diese Erscheinung regte uns dazu an, die so gefundene Férderung 
bei derselben Chininkonzentration — es handelte sich um eine 
m/25 Lésung — und verschiedenem py eingehender zu untersuchen. 

Die Versuchsanordnung wurde nicht abgeindert, sondern lediglich 
die Acetat-Puffergemische durch Ubergewicht an Essigsiure auf ein niedriges 
Py gebracht. 

Versuch 26. 
17. November 1922. Kultur vom 14. November. Zusatz der Zellsuspension 


zur Chininlésung: 12518’. p, = 3,98. In Manometer I 1 cem m/25 Chinin. 
hydrochlor. In IT und III Kontrollen ohne Chinin. Gesamtmenge wie immer 








10cem. Beginn: 1228’. 
th | a OpVerbrauch in | Forderung 
: A. Th | ML. | Proz. 
12h 43 2,98 | 1,66 | 1,33 | 44.4 
1 4,19 2,35 | 2’ ,32 | 44 


Versuch 27 (Abb. 20). 


21. November 1922. Kultur vom 18. November. Zusatz: 12". In I und II 




















Chinin. III und IV Kontrollen. p, = 3,91. Peover 12 46’. 

Zeit = Me OpVerbrauch in cok Férderung 
me ree mae La. Broz. 

a nn — [te A a ee 
1b OW a Se TT ee Ya Ee 
1 11 | 6,8 5,92 3,32 3,54 | 463 
1 22 | 9,28 8,18 4,48 4,92 | 46,2 
1 36 | 12,82 10,0 6,05 6,46 | 45,0 
1 46 | 15,24 7,41 {| 





1) Diese Zeitschr. 128, 169, 1922. 
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Versuch 28. 24. November 1922. Kultur vom 20. November. Zusatz: 124, 
InI Chinin. py = 3,93. 


Beginn: 12542’. 





OosVerbrauch in 
Zeit = ||—_______ — 
1. Il. 


: 
ih 6} 3,08 2,07 
1 15'| 4,78 2.89 
130 | 6,76 3,73 
147 || 885 4,55 


ccm 


! 
Il. i 
i 
1,83 
2,66 
3,65 
4,65 


Versuch 29 (Abb. 21). 
27. November 1922. Kultur vom 24. November. Zusatz: 11240’. In I und IT 


Chinin. py, = 4,0. Beginn: 12521’, 


Férderung 


Proz. 


35,7, 
41,2 


45,4 
48,1 





Zeit || os 
Il. 


12b 41" || | 2,98 
12 53 | | 4,93 
1 01 | | ° 693 
111 7.63 





2 & S 2 


=~ &%& & ££ & &@ NY @ & 


Abb. 20. 
Versuch 30. 28. November 1922. 


OgsVerbrauch in ccm 


Ill. 


2,07 
3,21 
3,93 
4.70 


IV. 


2,99 
3,65 


Abb. 21. 


|| 


Férderung 


Proz. 


39) 

37,7 
40,3 
40,8 


Kultur vom 24. November. 


Zusatz: 1210’. In I und II Chinin. py, = 4,24. Beginn: 1241’. 





OosVerbrauch in ccm 


Ill. 


3,52 
5,18 
6,21 


é a 


1} 


| 
| 


Forderung 


Proz. 


20,8 
36,1 
34,8 
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Versuch 31. 


30. November 1922. Kultur vom 27. November. In I, II und III Chinin. 
Pu = 4,6. Zusatz: 11530’. Beginn: 1224’. 








OyVerbrauch in com Férderung 
ee ; ee ee ; | Proz. 


| | 
12b34’ 3,50 3,35 2,59 18,9 
12 44) 681 6,53 5,38 17.9 
12 54, 10,39 | 967 8,28 | 162 
1 05 13,80 12,65 10,97 04 || 159 
114) 171 15,44 13,66 | 155 
1 24 19,78 18,04 16,15 | 16,1 
1 35) 22,54 20,85 18,73 eae 7 
1 46| 27,04 23,81 21,74 | 139 











Versuch 32. 


1. Dezember 1922. Kultur vom 28. November. In I, I und III Chinin 
Py = 4,79. Zusatz: 11240’. Beginn: 














Ox:Verbrauch in com 


12h 27’ 3,86 3,73 | 3,90 331 | 348 

12 37| 846 816 | 809 116-4 990 

12 47) 12,69 1212 | 12,00 10,76 | 11,04 

12 57) = 17,29 15,96 15,81 1428 14,60 

1 07, 20,70 19,22 18,97 17,28 | 17,76 || 

1 17 24,8 22,88 22.88 20,74 | 2133 | 118 








| 


Ebenso wie bei der Hemmung ist also auch der Endwert der 
Férderung von der H-Ionenkonzentration abhangig; nur daB hier dic 
Wirkung um so gréfer ist, je weiter wir in das saure Gebiet vordringen, 
wahrend umgekehrt die Hemmung mit der Zunahme an Alkalitit 
wichst. Die Férderung ist somit scheinbar eine geradlinige Fortsetzung 
der Hemmung. 


Als weiteren Unterschied zu den Erscheinungen der Hemmung 
finden wir hier eine augenblickliche Einstellung der endgiiltigen Fér- 
derung und keine Progression. Das Fortschreiten der Férderung in 
Versuch 28 ist nur scheinbar; in Wirklichkeit nimmt nur die Atmung 
der Kontrollen ohne Chinin ab, so daB der Eindruck einer Progression 
erweckt wird. Daf eine solche Abnahme der Atmung ohne jeglichen 
Zusatz bei saurer Reaktion eintritt, haben wir bereits in unserer ersten 
Mitteilung zeigen kénnen. 

Andererseits konnten wir aber — wenigstens bei dieser Gift- 
konzentration — einen Ubergang von Férderung in Hemmung nicht 
feststellen. Einmal, in Versuch 31, fand zwar eine geringe Abnahme 
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der Atmung mit der Zeit statt, ohne aber wahrerd der Versuchsdauer 
in Hemmung iiberzugehen. Ob tatsiichlich schlieBlich doch eine 
Hemmung eingetreten wire, laBt sich nicht sagen, da die Atmung 
bei saurer Reaktion nach einer bestimmten Zeit iiberhaupt aufhért, 
so daB die angesetzten Kontrollen zum Vergleich nicht herangezogen 
werden kénnen. Wir haben uns aber davon iiber- 
zeugt, daB die Atmung der Zellen in saurer Lésung 3 
janger anhalt, wenn Chinin hinzugefiigt wird. Jeden- 
falls geht bei Zusatz von m/25 Chinin. hydrochlor. 
wihrend der (aus diesem Grunde) méglichen Ver- 
suchsdauer die Férderung nicht in Hemmung iiber, 
sondern die Férderung erreicht in fast allen Fillen 

mit nicht meBbarer Geschwindigkeit ihren Endwert 
und bleibt konstant. 

Bei der Beurteilung der hier obwaltenden Ver- 
haltnisse muBte jedoch daran gedacht werden, dab 
es sich hier gar nicht um eine wirkliche Férderung 
der Atmung handelt, sondern diese nur dadurch zu- 
stande kommt, daB lediglich nicht ein so hoher Grad 
von Hemmung auftrat, wie er bei bestimmtem py 
in saurem Gebiete unter normalen Bedingungen ge- 
funden wurde. 

Um dies zu entscheiden, muBte die Atmungs- 
gréBe unter optimalen Bedingungen  verglichen 
werden: erstens mit der AtmungsgréBe bei einer 
H’-Ionenkonzentration, die auBerhalb des Optimums 
lag, und zweitens mit der AtmungsgréBe bei dieser 
H’-Ionenkonzentration unter Zusatz von Chinin. In den folgenden 
Versuchen seien die Ergebnisse wiedergegeben. 



































Versuch 33 (Abb. 22). 


5. Dezember 1922. Kultur vom 30. November. In I Chinin m/25. In II 
Kontrolle ohne Chinin. py, = 4,0. In III Chinin m/25. In IV, V Kontrolle 
ohne Chinin. p, = 5,44. Zusatz des Chinins zur Hefe: 12530’. Beginn: 1’. 





me sae 


_ | eee -erer “aay Hl 


Oz:Verbrauch in com 


1h 15° | | 1,86 744 | 1159 


1 25 | | 3,03 12,09 18,21 
1 35 | as. | oo. 25,46 


mit 
ohne 
mit } 
ohne J 
Biochemische Zeitschrift Band 140. 


} Chinin auSerhalb des optimalen Bereiches, 


Chinin innerhalb des Optimums. 
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Versuch 34 (Abb. 23). 6. Dezember 1922. Kultur vom 4. Dezember. 

In I Kontrolle; in I! Chinin; p, = 4,42. In IIT und IV Kontrolle; 
in V Chinin; py = 5,15. Zusatz: 11550’. Beginn: 1218’, 


1] 





OzsVerbrauch in ccm 


Zeit if 

i] 1. ie Il. eke _ UL IV. V. 
12530 | 258 350 | 6,51 ae 6,6 
1255 | 846 | 1025 | 1972 20,7 | 17,43 
106 | 1058 | 1235 25,60 25,40 21.58 


Diese beiden Versuche, die als Beispiel angefiihrt seien, beant- 
worten die oben gestellte Frage in unzweideutiger Weise. Wir erkennen 
besonders aus den beiden Abb. 22 und 23 deutlich, daB die Atmung 
dort am gréBten ist, wo die Zellen sich unter physiologischen Bedin- 
gungen innerhalb der Reaktionsbreite befinden, die als Optimum fiir 
die gewohnliche Atmung erkannt wurde. Dic 
5 x! Férderung der Atmung durch Chinin im sauren 
Gebiete, das auBerhalb dieses Optimums liegt. 
reicht nicht nur nicht an diese Atmungsgrébe 
_/ Ys heran, sondern bleibt selbst noch hinter der 
Hemmung zuriick, welche durch dieselbe 
L Chininkonzentration innerhalb des optimalen 
Fe 7 Gebietes erzielt wird. 
el / Es handelt sich hier also nicht um eine 








Bes She, $84: 





T 
































gf é echte, ,, absolute Férderung, sondern um eine 
oF: ? relative. Wir méchten sogar annehmen, da 
Sf / Y | eS sich dabei iiberhaupt nicht um einen Vor- 
# ¥ 7 | gang handelt, der als aktive Férderung an- 
T a r4 zusehen ist, sondern es liegt nahe, daran zu 
os ff B denken, da das Chininsalz in einer derartigen 
iid AS sauren Lésung die Zellmembran fiir die H-Ionen 
FY V4 undurchlassig macht und so lediglich die 
¥ 4 hemmende Wirkung der Wasserstoffionen ab- 

4 schwacht. 
0D 8 Fo’ Wie aber auch die Deutung des Befundes 
caw a ist, die Tatsache ist zweifellos fiir manche 


biologischen und pharmakologischen Fragen 
von Bedeutung. Es liegt hier eine bisher nicht beobachtete Art von 
fordernder Wirkung eines Giftes vor, die nichts mit der Férderung durch 
ganz kleine Giftkonzentrationen — wie dies in dem Arndt-Schultzeschen 
Gesetze zum Ausdruck kommt — zu tun hat. 

Wihrend wir durch Zusatz von m/25 Chinin nie einen Ubergang 
von ,,Férderung in Hemmung erzielten, konnten wir ein derartiges 
Verhalten nachweisen, als wir vergleichende Untersuchungen mit einer 
m/15 Chininlésung anstellten. 
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26. Januar 1923. Kultur vom 23. Januar. In I und IT Kontrollen; in III 
(Gesamtmenge 
wie immer 10cem. Je 1 cem Chinin in III und IV.) 


und IV Chinin; py = 3,93. Zusatz: 4515’. Beginn: 4°50’. 





Zeit Forderung Hemmung 


Proz. _ Proz. 
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23 
21 
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Abb. 24. Abb. 25. 


Versuch 36 (Abb. 25). 


23 
T | 
coe , 
~~ 
- 
0 


29. Januar 1923. Kultur vom 26. Januar. Anordnung wie oben, bei 


Py = 4,4. Zusatz: 5445’. Beginn: 6°12’. 





Zeit Forderung Hemmung 
Proz. Proz. 

6h 25’ 28,5 — 
42 28,0 — 
25,4 — 

15 20,0 — 
30 15,0 — 
45 0 0 
55 — 8 
05 — 8 


OO -3-1-3-1-10 


V. Es lag uns nun ob zu untersuchen, ob auBer dieser ,,relativen 
Férderung: auch eine echte, durch ganz kleine Giftkonzentrationen 
bewirkte zu beobachten wire. Es muBte entschieden werden, ob fiir 
unsere Hefe innerhalb des optimalen Reaktionsbereiches durch kleine, 
nicht mehr hemmend wirkende Giftkonzentrationen die Atmungsgrife 


iiber das Optimum hinaus gesteigert werden kann. 


Wir haben oben zeigen kénnen, daf bei Konzentrationen, die 
nicht mehr hemmend wirkten (z. B. m/100 Chinin), tiberhaupt keine 
Wirkung zu bemerken war. Es mufte das aber jetzt bei der speziellen 


Fragestellung noch genauer untersucht werden. 


33* 
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Versuch 37. 8. Februar 1923. Kultur vom 6. Februar. Chinin m/75, 
Zusatz: 4510’. Py in I bis IV = 5,29; py, in V und VI = 7,02. 
Chinin in III, TV und VI. Beginn: 445’. 





| OvsVerbrauch in ccm 
Zeit || el 


| AE eee Il. ot fw. 


5h05’| 839 | 873 1046 1081 | 160 16,4 

5 15 | 1349 | 1360 1666 | 16,76 — _ 

5 25 | 18,16 | 1831 22,08 | 21,99 | 128 13,0 

5 35 |) 22,83 | 23,01 2806 22,63 | 21,09 21,2 Neu at 

Es besteht hier innerhalb des friiher als optimal gefundenen Be- 
reiches (p,, 5,29) durch m/75 eine Férderung. Merkwiirdigerweise ist bei 
Py 7,02 auch ohne Zusatz von Chinin die Atmung gréBer als bei py 5,29, 
was unseren bisherigen Versuchen widerspricht, da dieses p, bereits auBer- 
halb des Optitnums liegt. Es sei gleich hier erwaihnt, daB etwa 10 Tage vor 
Ansetzen dieses Versuches aus auBeren Griinden mit den Kulturen nicht 
gearbeitet worden war. 
Versuch 38. 
9. Februar 1923. Kultur vom 6. Februar. m/75 Chinin in III und IV. 
Py = 5,5. Zusatz: 5°30’. Beginn: 5°50’. 





: ps ie ices vi yen Férderung 


| 4,23 4,36 
| gs2 | 1008 
| 14.01 | 14.44 | | 
} | N : 
648 | 638 | 736 | 738 | rie 
Versuch 39. 
13. Februar 1923. Kultur vom 10. Februar. m/75 Chinin in III, IV und VI. 
Pu in in I bis IV = 5,4. Pu in V und VI = 5,5. Zusatz: 4910’. Beginn: 4" 50’. 














(Oy-Verbrauch i in ccm Férderung 


xa 


7,36 | 864 | 


Zeit 
Il. | I 


16 
5 12’ 102 | 104 ar aH 13,92 | 15.68 | 
5 21 || 13,56 | 13,8 164 | 1936 216 


Versuch 40. 


14. Februar 1923. Kultur vom 10. Februar. m/75 Chinin in I, II und VI. 
Pu in I bis TV = 5,6. py, in V und VI = 5,51. Zusatz: 4». Beginn: 4b 22’. 











nk 
2 


| 
| 
ie 
5h 5,36 | 546 





OpVerbrauch it in ccm I Férderung 
Zeit | Py 5,6 | Py 55! 
ee : rs (GLARE Sa: Eatin : Proz. ui Proz. 
6h || 24.56 | 25,1 100 


| 
Neu angesetzt | 6 15’ || 15,74 | 16,16 | 14, | 12,4 
6 25 || 25,43 | 26,1 | 23, | 119 
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Versuche mit m/100 Chinin. 
Versuch 41. 


16. Februar 1923. Kultur vom 13. Februar. Chinin in II] und IV. p,, = 5,64. 
Zusatz: 45, Beginn: 64, 





Oy Verbrauch in ccm 


Rie Ns SR ee Férderung 


Proz. 


| 1003 | 1012 | 1203 1248 | 164 
625 | 1954 1932 222 22388 | 138 
Neu angesetzt | 650 | 3,80 3,91 4,7 48 | 16,9 


Versuch 42. 


17. Februar 1923. Kultur vom 15. Februar. Chinin in III und IV. py = 6,35. 
Zusatz: 3520’. Beginn: 340’. 





OvsVerbrauch in com Forderung 


Il. Ill. IV. Proz. 
6,6 6m} 32) ae 16,3 
| 14,53 1449 | 16,92 17,12 16,2 
New angesetzt, | 10,55 10,35 | 12,03 12,34 | 16,4 
nach 15 Min. | | 


Versuch 43. 


18. Februar 1923. Kultur vom 15. Februar. Chinin in III und IV. p,, = 5,28. 
Zusatz: 3540’. Beginn: 4%. 





OxVerbrauch in ccm iin 
Zeit TOT LED FY ORM Urs ane ae i . 


I. Il. Ill. IV. Proz. 





| 


| 435’ 6,92 6,89 8,28 8,64 | 18,6 
4 48 12,80 1292 | 15,87 16,16 19,7 
5 16,43 16,56 | 20,81 21,24 216 
Neu angesetzt,| 5 32 6,74 7,07 10,12 | 10,34 32,4 


nach 20 Min. 
5 50 12,80 13,1 18,63 19,36 315 
605 | 17,99 18,18 25,99 26,8 | 32,1 





Die eben angefiihrten Versuchsergebnisse stehen in einem schein- 
baren Widerspruch mit den bisher gefundenen. Zunachst fallt auf, 
daB iiberhaupt durch m/75 und m/100 Chininlésungen eine Férderung 
erreicht wird, wihrend wir friiher sahen, da diese Konzentrationen 
keinerlei Einflu8 auf die Atmung besaBen. Dieser Umstand war um 
so auffalliger, als wir uns jetzt in einem Gebiete bewegten, welches 
wir friher als das Optimum erkannt hatten. Demnach muBte es sich 
hier also um eine absolute Férderung handeln. Was aber trotzdem 
die absolute Natur der Férderung in Zweifel ziehen laBt, ist die Tat- 
sache, daB innerhalb des bisherigen Optimums auch bei den ohne 
Chinin angesetzten Kontrollen die Atmungsgré8e mit verandertem py 
sich anderte. Ein solches Verhalten haben wir vordem nie feststellen 
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kénnen, und es lag so die Vermutung nahe, daf sich das Optimum des 








































































Versuc 
pu fiir die Atmung der Hefezellen verdndert hatte. 
Wir versuchten nunmehr, dieses Optimum festzustellen. Wahrend 
der folgenden Tage aber war es unmdglich, irgendwelche Resultate zu 
erzielen, da die Zellen derart unregelmaiBig atmeten, daB sie keinerlei 
brauchbare Ergebnisse aufwiesen. Obgleich mit der gleichen Methodik wie 
bisher gearbeitet wurde, schwankten die verbrauchten Mengen Sauerstoff 
in den einzelnen Manometern stindig. Dabei war kulturell eine Veranderung a‘ 
der Hefe nicht zu konstatieren. Dagegen bemerkten wir in dieser Zeit eine Versu 
Abnahme des typischen Geruchs der Kulturen. Jedenfalls bleibt es un- 
entschieden, ob wir es mit irgendwelchen Mutationen oder lediglich mit 
einer Alterserscheinung der Zellen zu tun hatten. 
Nach 8 Tagen erhielten wir dann wieder gleichmaBige Resultate und 
setzten unsere Untersuchungen fort. Da wir gesehen hatten, daB das Opti- 
mum nach der alkalischen Seite sich verschoben hatte, so pufferten wir auf 
ein gréBeres py, als bisher. ] 
, wiede 
Versuch 44. Ford 
7. Marz 1923. Kultur vom 4. Marz. Acetat-Puffergemisch 1:25 py = 6,98. Dass 
Zusatz: 3h. Beginn: 3510’. m/100 Chinin in I und II. ook 
OvVerbrauch in com ee ea die 1 
ia 1. maak: (tee Oe 
————— Nl = = | ret _ 97.F 
ed ee ee ee Se eet ee ee 1 
4 10 | 986 | 1010 | 9,96 9,66 7 
4 50 | 15,05 14,74 | 15,03 14,82 pre: 
Z 
Versuch 45. === 
8. Marz 1923. Kultur vom 5. Marz. py = 7,03. m/200 Chinin in I und IT. . 
Zusatz: 3420’. Beginn: 3550’. 6 
< OxsVerbrauch in ccm ASS a 
pants yt oe Be ae Atn 
‘Beeps | a : j zu 
7,82 nicl 
2.M 
Versuch 46. In ] 
21. Marz 1923. Kultur vom 10. Marz. m/400 Chinin in I. Zusatz: 4510’. wii 
Beginn: 4530’. 
OpVerbrauch incem ain 
seeereeaern eam —_— 4 
4h43’ 6,64 | 6,95 4 
48 | 12,62 | 12,97 5 








n des 


rend 
e zu 
lerlej 
< wie 
stoff 
rung 
eine 
un- 
mit 


und 


/pti- 
auf 


98. 








Zellatmung. II. 513 


Versuch 47. 22. Marz 1923. Kultur vom 19. Marz. m/750 Chinin in I und IT. 
Py = 6,95. Zusatz: 45. Beginn: 4550’. 





| Ov Verbrauch in com 
Zeit — 





rs . | = IV. 
5b 06’ 2,19 | 2,08 2,01 2,12 
6 10 10,79 10,48 10,17 | 10,62 


Versuch 48, 23. Marz 1923. Kultur vom 20. Marz. m/1500 Chinin in I und II. 
Py = 7,0. Zusatz: 4620’. Beginn: 4545’. 





| 
Zeit | 


OxVerbrauch in com 
i} —_— 
Bak a Ge Se IV. 


Bhs’) 420 | 4,15 458 | 413 
Diese Versuche zeigen wiederum im Einklang mit den zuerst 
wiedergegebenen Ergebnissen, da innerhalb des Optimums eine 
Férderung durch kleine Chininkonzentrationen nicht zu erzielen ist. 
Dasselbe zeigt sich auch bei den folgenden Versuchen, an welchen 
auch durch zum Vergleich angesetzte Kontrollen von verschiedenem py 
die Verschiebung des Optimums zu beobachten ist. 


Versuch 49. 

27. Februar 1923. Kultur vom 23. Februar. Chinin m/100. Zusatz: 4550’. 
II, IV und VI Kontrollen ohne Chinin. In I und IT p, = 5,22. In II 
und IV py = 5,41. In V und VI py = 5,6. Beginn: 5h 35’. 





* OgsVerbrauch in com 


Zeit yet On lal ie eae peal — i teoa eek a tane — epee ee ree raens = —— eee — 
I. b> Il. | Il. eet 23 IV. Vv. Me VI. 4 
5h 50’ | 4.57 404 | 667 | 639 | 8,96 8,32 
6 | 968 | 787 | 1334 | 1992 16,96 15,52 
615 || 1280 | 1010 | 1748 | 1560 22.08 19,84 


Wir erkennen hier deutlich, wie mit zunehmendem py auch die 
Atmungsgr6Be steigt ; andererseits ist auch hier die scheinbare Férderung 
zu verzeichnen, die aber nie an die AtmungsgréBe der Kontrolle bei 
nichsthéherem py heranreicht. Dasselbe Bild veranschaulicht der 


Versuch 50. 
2.Marz 1923. Kultur vom 28.Februar. Chinin m/100. Zusatz: 4510’. 
In II, II und VI Kontrollen ohne Chinin. In I und II py = 5,93. In Il 
und IV py = 6,29. In V und VI py = 6,59. Beginn: 4530’. 





OvsVerbrauch in com 


Zeit ; j 
I Il. Il. IV. v; VI 
I i] — ———<———— T nnn a mee —— | T = 
4b 36’ 525 | 601 | 552 | 564 | 6,27 5,70 
4 44 1332 | 1292 | 1288 | 1891 | 15,78 18,84 


4 54 20,58 | 20,19 20,70 | 2218 | 265,75 24,53 
5 | 2612 | 2644 | 25,76 | 27,44 | 31,38 | 29,19 
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Versuch 51. 
5. Marz 1923. Kultur vom 2. Marz. Chinin m/100. Zusatz: 2430’. In [{. 
IV und VI Kontrollen ohne Chinin. In I und II py = 6,45. In III und |\ 
Py = 6,8. In V und VI p, = 7. Beginn: 3h. 





Oy:Verbrauch in com 


Zeit in — 
I. RE RE | SR Pe VI. 


3h bis3b10’ 158 | 15,1 16,56 16,92 1687 | 17,11 
3 22’, 330] 1332 | 1251 | 147 14,3 1432 | 145 
343,350 1418 | 135 15,71 15,41 15,61 | 161 
3 55 , 4 02 24,39 | 23,8 26,57 26,50 26,56 | 26,56 
In diesem Versuche stimmen die Werte bei py 6,8 und pg 7.0 
tiberein. Wir befinden uns im Gebiete des Optimums, in welchem cine 
Forderung durch m/100 Chinin nicht statthat. Das wird auch durch 
den folgenden Versuch bewiesen. Dagegen befinden wir uns bei py 6.45 
in Ubereinstimmung mit dem vorigen Versuche noch nicht im Optimum: 
hier sehen wir bei Zusatz von Chinin auch wieder einen starkeren 
O,-Verbrauch gegeniiber der Kontrolle. 


Versuch 52.° 
6. Marz 1923. Kultur vom 2. Marz. Chinin m/100 in I, III und V. Zusatz: 
1645’. py = 6,9inIund II. p, = 7,linIILundIV. p, = 7,3in V und VI. 
Beginn: 2h, 











OxsVerbrauch in com 





Zeit pe tnulithchanrcenidbilnsinsrictaneestatiaaen eaiad wee we 
| L | Il. | in| IV. | ig VI 
16,79 | 1654 | 16,76 | 168 

10,55 10,5 | 10,58 10,52 1054 | 10,42 
9,6 Sie es ee eee ee ae 


245’, 3 
330, 3 40 





2h Soe 16,6 17,1 


Da wir bei unseren Versuchen die Beobachtung gemacht hatten, 
daB sich bei den nun bereits iiber ein Jahr fortgefiihrten Hefekulturen 
das Optimum fiir die Atmung verschoben hatte, ohne da8 kulturell 
eine wesentliche Anderung zu bemerken war, haben wir dann noch 
Versuche mit der Stammkultur angestellt. Auch hier hatte eine Ver- 
schiebung des Optimums nach der alkalischen Seite stattgefunden, 
und zwar in demselben MaBe, wie bei den fortgefiihrten Kulturen. 
Wie weit das Optimum reichte, haben wir nicht festgestellt. Es lag 
um pq 7 herum. Die Wirkung des Chinins auf diese Zellen war dieselbe , 
die wir oben beschrieben haben. 


Zusammenfassung. 

Im Anschlu8 an unsere erste Mitteilung, die den Einflu8 physio- 
logischer Faktoren auf die Atmung lebender Hefezellen (Torula pul- 
cherrima) zum Gegenstand hatte, wurde nunmehr die Giftwirkung von 
Chinin. hydrochlor. auf die Zellatmung untersucht. 
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Es ergab sich dabei, daB in dem fiir die Atmung der Hefezellen 
optimalen Reaktionsgebiet 1ccm einer m/50 Lésung von Chinin. 
hydrochlor. in 9ccm Gesamtvolumen des Gemisches bereits eine deut- 
liche Hemmung der Atmung hervorruft. 

Die GréBe dieser Hemmung ist im hohen Mae von der Wasser- 
stoffionenkonzentration des Mediums abhaingig, und zwar nimmt sie 
bei gleicher Konzentration des Giftes mit steigendem pg zu, was dafiir 
spricht, da& die Hemmung durch Chininbase bewirkt wird. Die Ver- 
giftung verlauft zeitlich progressiv, um schlieBlich fiir jedes pg ein 
bestimmtes Maximum zu erreichen. Dieser Endwert der Hemmung 
wurde unter den gegebenen Versuchsbedingungen bei einer m/25 Chinin- 
losung etwa 2 Stunden nach dem Zusatz des Chinins zur Hefe- 
suspension erreicht. 

LaBt man unter denselben Bedingungen Chinin auf vorher durch 
Vereisen und wieder Auftauen zerstérte Hefezellen wirken, so ist der 
Endwert der Hemmung der gleiche wie bei intakten Zellen. Dagegen 
verlauft hier die Hemmung nicht progressiv, sondern erreicht die ent- 
sprechende Hohe gleich. Die Progressivitait der Hemmung scheint 
demnach mit der Permeabilitat der Zellmembran im Zusammenhang 
zu stehen. 

Chininkonzentration und die (absolute) Hemmung (bei gleich- 
bleibendem pq) stehen in gesetzmiBiger Beziehung zueinander: die 
Logarithmen der Hemmungen liegen bei Anderung der Giftkonzen- 
tration nach einer geometrischen Reihe auf einer Geraden. — Die 
Hemmungslinien der verschiedenen Chininkonzentrationen verlaufen 
bei verschiedenem py parallel zueinander. 

Veriindert man die Wasserstoffionenkonzentration des Mediums, 
daB diese auBerhalb des optimalen Reaktionsbereiches nach der sauren 
Seite hin verschoben wird, so tritt statt der Hemmung bei gleicher 
Giftkonzentration eine Férderung auf; diese nimmt mit fallendem py 
zu. Ihr Endwert stellt sich im Gegensatz zur Hemmung sofort ein. 

Zur Lésung der Frage, ob es sich hier um eine echte Férderung 
handelt, wurde die Atmungsgr6éBe bei Zusatz von Chinin auBerhalb 
des Optimums verglichen mit Kontrollen ohne Chininzusatz, die sich 
im optimalen Reaktionsbereich befanden. Es zeigte sich, daB die 
Atmung dort am gréBten ist, wo die Zellen sich unter physiologischen 
Bedingungen innerhalb der optimalen Reaktionsbreite befanden, und 
die scheinbare Férderung gegeniiber der Kontrolle in saurem Gebiete 
nicht nur nicht an diese AtmungsgréBe heranreicht, sondern zum Teil 
noch hinter der Hemmung zuriickbleibt, die durch dieselbe Chinin- 
konzentration innerhalb des optimalen Gebietes erreicht wird. 

Es handelt sich hier also keineswegs um eine echte Férderung 
der Atmung. Wahrscheinlich handelt es sich hier iiberhaupt nicht 
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um einen Vorgang, der als aktive Férderung aufzufassen ist, sondern 
es liegt nahe, daran zu denken, daB das Chininsalz in einer derartigen 
sauren Lésung die Zellmembran fiir die H-Ionen undurchlassig macht 
und so lediglich die hemmende Wirkung der Wasserstoffionen ab- 
schwicht. 

Wahrend wir durch Zusatz von m/25 Chininlésung einen Uber- 
gang von ,,Férderung* in Hemmung im Verlaufe der Giftwirkung nic 
erzielten, konnten wir ein derartiges Verhalten bei m/15 Chininlésung 
beobachten. 

Kine echte, absolute Férderung iiber die AtmungsgréBe des 
Optimums hinaus wurde nie, auch durch noch so niedrige Chinin- 
konzentrationen, erreicht, dagegen kann eine scheinbare Foérderung 
auBerhalb des Optimums noch durch Konzentrationen, die nicht mehr 
hemmen, hervorgerufen werden. 

Nachdem wir etwa 1 Jahr lang mit denselben, stets gleichmabig 
fortgefiihrten Kulturen unserer Heferasse gearbeitet hatten, zeigten 
sich létzlich UnregelmaBigkeiten in der Atmung, die ein Arbeiten 
mit den Kulturen unméglich machten. Danach zeigte es sich, dal 
das Optimum fiir die Atmung sich verindert hatte und nach dem 
alkalischen Gebiete zu (um py 7) gewandert war. Kulturell und mikro- 
skopisch war eine Verinderung der Zellen nicht zu bemerken. 
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Untersuchungen iiber Autolyse. I. 
Von 
P. Rona und E. Mislowitzer. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat; 
Charité Berlin.) 


(Eingegangen am 21. Juni 1923. 
Mit 22 Abbildungen im Text. 





I. Obgleich die entscheidende Rolle der Reaktion des Mediums 
auf die Autolyse schon frihzeitig erkannt worden ist, haben erst neuere 
Arbeiten, vor allem die von Dernby, ferner die von Bradley') den 
Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf den autolytischen 
ProzeB eingehender studiert. 

Bei unseren Untersuchungen, deren Ziel ist, den Vorgang der 
Autolyse nach verschiedenen Richtungen hin durchzuarbeiten, war 
unsere erste Aufgabe, diesen wichtigen Faktor zu priifen und ihn mit 
anderen Faktoren, die die Autolyse beeinflussen, zu kombinieren. 
Benutzt wurden in der vorliegenden Arbeit stets Lebern von Meer- 
schweinchen, die in folgender Weise verarbeitet worden sind. 


Die dem leicht narkotisierten Tier steril entnommenen Leberstiicke 
werden in steriles Stanniolblatt gewickelt und dann in eine bereits vor- 
bereitete Kaltemischung getan. Wéahrend die Leber gefriert, werden die 
Pufferlésungen aufgekocht und die einzelnen fiir die H’-Reihe nétigen 
Mischungen in sterile Erlenmeyerkélbchen von etwa 50 ccm Inhalt getan. 
Die véllig durchgefrorene Leber wird in kleine Stiicke geschnitten und dann 
durch einen sterilisierten Latapie gedreht. Der Leberbrei wird in einem 
sterilisierten Erlenmeyerkolben von etwa 150 cem aufgefangen; durch Zu- 
fiigen von sterilem Wasser und gutes Schiitteln wird dann eine gleichmaBige 
Suspension hergestellt, von der in jedes der obigen K6lbchen eine bestimmte 
Menge einpipettiert wird. Zum Schlu8 kommen noch wenige Tropfen 
Toluol in jedes Kélbchen, die dann in den Brutschrank gestellt werden. 
Aus diesen Kélbchen werden in bestimmten Zeitabschnitten 2 oder 4 ccm 


1) Beziiglich der Literatur vgl. H.C. Bradley, Autolysis and atrophy in 
Physiological Reviews 2, 415, 1922; R.G. Dernby, diese Zeitschr. 81, 109, 
1917; Journ. of biol. Chem. 35, 179, 1918; H.C. Bradley, Journ. of. biol. 
Chem. 50, 14, 1922; A. Koehler, E.Severinghaus und H.C. Bradley, eben- 
daselbst 8.15; H.C. Bradley, ebendaselbst 52, 467, 1922. 
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entnommen, in ein Becherglas mit 20 cem destilliertem Wasser getan, gegen 
Neutralrot neutralisiert, dann kurz aufgekocht. Nach erfolgter Koagulation 
werden 5 ccm einer zehnfach verdiinnten kolloidalen Eisenhydroxydlésung 
unter starker Bewegung der Fliissigkeit allmiahlich zugegeben und mit 
wenigen Tropfen einer gesittigten Lésung von Kaliumsulfat auegeflockt. 
Der Inhalt des Becherglases wird dann quantitativ unter Nachspiilen 
mit destilliertem Wasser in einen MeBzylinder gespiilt und auf ein bestimmtes 
Volumen gebracht. Nach einigem Stehen wird durch ein trockenes Filter 
filtriert und in einem Anteil des Filtrats der N nach der Mikro-Kjeldahl- 
methode in der Anordnung von Bang bestimmt. Die zu analysierenden 
Rest-N-Mengen wurden in ihrer GréBenordnung so bemessen, daB sie stets 
das 10- bis 20fache des blinden Stickstoffs ausmachten. Der gesamte Rest- 
stickstoff war fiir uns also das Ma der Autolyse, und wir betrachten als 
Reststickstoff denjenigen N, der nach der Hitzekoagulation und Ausfallung 
aller Kolloide mit Hilfe des kolloidalen Eisenhydroxyds noch in Lisung blieb. 
Die Leerbestimmungen, 
die stets mit allen fiir 
die Hauptbestimmungen 
gebrauchten Lésungen 
in den richtigen Men- 
gen angestellt worden 
sind, ergaben 0,015 bis 
0,020 mg N. 


Die einzelnen Ver- 
suche verliefen wie folgt. 


Versuch 1. 18g Leber- 
brei, dazu 125 ccm destil- 
liertes Wasser. In 5ccm 
dieser Suspension — sind 

Det bata 1,21 mg Rest-N. In je 

Abb. 1. sieben Kolben werden 

je 10ccm dieser Suspen- 

sion gegeben, ferner je 10 ccm Pufferlésung (in Kolben 1 bis 4 m/15 
Phosphatgemisch, in Kolben 5 bis 7 m/10 Acetatgemisch). Die sieben 
Kolben kamen fiir 48 Stunden in den Brutschrank (41°); nach 24 und 
48 Stunden wurden aus jedem Kélbchen 2 x 2cem zur Rest-N-Bestimmung 
entnommen und je 4ccm zur elektrometrischen p,,-Bestimmung verwendet. 
Es fanden sich in der Halfte des enteiweiBten Filtrats an Milligramm N. 
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Pu | 145 | 731 | 650 | 616 | 573 | 512 | 4,74 
Nach 248td. | 020, | 025, | 039, | 044, | — | 053, | 06% 
» 48 , || 0,29, | 030, | — | 0,50, | 0,60, | 066, | 0,77, 


” t 


Setzen wir den anfangs bestimmten Rest-N aus 5 ccm der Ursprungs- 
suspension gleich 100, so erhalten wir den in der Abb. 1 graphisch dar- 
gestellten Gang der Autolyse. 


Dieser Vorversuch zeigt die Autolyse, gemessen an dem in Lésung 
gegangenen N in starker Abhingigkeit von dem pg. 
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Es galt jetzt, das Optimum des Vorganges zu bestimmen. Hierzu 
brauchten wir Puffer, die weiter in das saure Gebiet hineinreichen, 
vor allem Weinsaure- und Milchsiuregemische. 

Versuch 2. 18g Leberbrei + 125 cem destilliertes Wasser. In 5 ccm 
dieser Suspension sind 15,58 mg Gesamt-N und 0,90, mg Rest-N. In sechs 
Kolben wurden je 10ccm der Suspension und je 10cem Pufferlésung 
(in Kolben 1 und 2 m/10 Weinsaure-, in Kolben 3 bis 6 m/10 Milchsiure- 
mischung gegeben), Temperatur 41°. Entnommen wurden nach 24 Stunden 
und 72 Stunden je 2 x 2cem zur Rest-N-Bestimmung, 4 cem zur elektro- 
metrischen p,,-Messung. Nach der EnteiweiBung wurde auf 70 ccm (nach 
72 Stunden auf 150 ccm) aufgefiillt, in den ersten zwei Kolben wurden 
je 40 cem, in den anderen je 25cecm zur Analyse benutzt. Gefunden wurden 
an Milligramm N nach 24 Stunden in den sechs Kolben bzw. 1. 0,50,, 
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Abb. 2. Abb. 3. 
2. 0,57), 3.0,51,, 4. 0,52,, 5. 0,38,, 6. 0,24,; nach 72 Stunden bzw. 1. 0,61,, 
2. 0,68,, 3. 0,974, 4. 0,975, 5. 0,78, 6. 0,63,. Auf 5 cem der Suspension um- 


gerechnet ergeben die Werte Milligramm N: 





ables 1 2 he cee 5 6 

pu | 3,01 | 317 | 365 | 386 | 436 | 4,98 

Nach 24Std.- - | ngN|| 4,42, | 4.99, | 7,24, | 7,28, | 541, | 3,38, 
al py | 308 3,24 | 364 | 391 | 450 | 5,10 

, . mgN| 614, | 658 | 9,73, | 972, | 7,86, 6,30, 


Driicken wir die gefundenen N-Werte in Prozenten des Gesamt-N 
der Suspension aus, so erhalten wir den in Abb. 2 graphisch dargestellten 
Gang des autolytischen Vorganges. 

Versuch 3. 7,5 g¢ Leberbrei + 75 cem destilliertes Wasser. In 5 ccm dieser 
Suspension sind 0,73, mg Rest-N. Sonst alles wie im Versuch 2. Die entei- 
weiBten Portionen wurden auf 50 ccm aufgefiillt, vom Filtrat 25cem verarbeitet. 
Auf 5cem der Suspension umgerechnet ergeben sich die Werte in Milligramm N: 





Autolyse 1 2 | 3 4 5 6 

_. | Pu_|| 2,88 2,98 3,39. | 3,72 4,32 4,81 
Nach 4 Std.- - | | 31g, | 282, | 521, | 61% | 529, 37, 
oo Py || 2,84 298 | 338 | 3,70 | 425 | 4,75 

” ” mgN|| 4,07, | 3,64, | 5,70, | 6,55, | 6,05, 4,81, 
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Beziehen wir diese Werte auf den urspriinglichen Rest-N der Suspension 
gleich 100 gesetzt, so erhalten wir die Abb. 3. 

Aus den Versuchen 2 und 3 ist wieder die starke Abhangigk«it 
der Autolyse von der H’-Konzentration des Mediums zu erkennen, 
Bei py 3,6 bis 3,8 ist ein deutlicher Scheitelpunkt zu erkennen. [Dic 
nach 24 und 72 Stunden gemessenen py-Werte sind fiir jeden Versuch 
fast véllig ibereinstimmend ; die Pufferung ist also durchaus gelungen. 
In diesen Versuchen kamen teils Weinsiure-, teils Milchsiuregemische 
zur Anwendung. Um die Verhiltnisse iibersichtlicher zu gestalten, 
wurden zuniachst Versuche angestellt, bei denen die ganze py-Reihe nur 
mit Weinsiuregemisch oder nur mit Milchsiiuregemisch hergestellt wurde. 

Versuch 4. 15 g Leberbrei mit 100 ccm destilliertem Wasser. In 5 ccm 
der Suspension 16,78 mg Gesamt-N, 0,91, mg Rest-N. Puffer m/10 Wein- 
sauregemisch, 41°. Abnahme nach 24 Stunden. Nach der EnteiweiBung 


auf 50 ccm aufgefiillt, vom Filtrat 25 ccm verarbeitet. Auf 5cem der 
Suspension umgerechnet ergeben die Werte Milligramm N. 





Autolyse 2 | 3 


3,51 3,76 _ 5,01 
681, | 8,32, 


Diese Werte in Pro- 
zenten des Gesamt-N in 
5ccm Suspension ausge- 
driickt sind graphisch in 
Abb..4 wiedergegeben. 

Es liegt hier also eine 
20 breite optimale Zone vor. 
Es muBte daran gedacht 
werden, daB diese Ver- 
breiterung des Optimums 
mit der Dauer der Autolyse in Zusammenhang stehen kiénnte. Um 
dies zu priifen, wurden die folgenden Versuche angestellt. 


30 


"a 30 32 39 46 38 404 48 4850 
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Abb. 4. 


Versuch 5: Lebersuspension wie iiblich hergestellt. In 5ccem der 
Suspension 12,46 mg Gesamt-N und 0,65 mg Rest-N. Pufferung mit m/10 
Weinséiuregemisch. Zur Rest-N-Bestimmung 2 x 5 ccm enteiweiBt, auf 
50 cem aufgefiillt, vom Filtrat je 25 cem verarbeitet. Abnahme nach 48 
und 96 Stunden. Auf 5 ccm der Suspension umgerechnet ergaben die Werte 
eee N: 











_Autolyse ‘ : ee 7 1 : 2 : 
| 277 | 2.94 
2 2st. | 3,59, ; 5,96 


2,65 





Nach 48 Std. ie 


oe 
ee aw (elekttom,) | 
mgN 2,7 lg 3,68, ’ i 6,26; 6,49, 
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Die Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5 cem Suspension ausgedriickt 
sind graphisch in Abb. 5 wiedergegeben. 


Versuch 6. Lebersuspension wie tiblich hergestellt. Pufferlésung wie 
im Versuch 5. In 5 ccm der Suspension 13,58 mg Gesamt-N und 0,70 mg 
Rest-N. Verarbeitung auf Rest-N wie im Versuch 5. Auf 5 ccm der Sus- 
pension umgerechnete Werte Milligramm N: 





Autolyse 1 2 3 + 5 6 


cS | Pu 272 | — | 365 | 415 | 460 | 5,18 
Nach 72 Std. | (elektrom.) 

mgN 2.62 410 | 6,71 | 6,79 | 7,28 | 6,87 

Py || 2,77 3,05 3,58 | 415 | 469 | 5,19 
* 120 ws {(elektrom) } | 

mgN || 2,64 | 4,12 6,29 | 687 | 6,76 | 6,91 

Diese Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5cem Lebersuspension 

ausgedriickt sind graphisch in Abb. 6 wiedergegeben. 


Die Versuche 5 und 6 lehren, daB die Autolyse lange bevor aller 
Stickstoff in Lésung gegangen ist, halt macht. Ob es sich dabei um 
eine Erschépfung des 
Ferments oder um eine ” 
Hemmung durch die 
gebildeten Eiweibab- 
bauprodukte oder um 
ein echtes chemisches 
Gleichgewicht handelt, 
wird weiter unten unter- 7 24 30 





50 
40 
30 
20 


y <= -_ 
sucht werden. Der Vor- ph. . 


gang strebt jedenfalls 
einem Endzustande zu, 
der am schnellsten bei 
dem optimalen py, dann 
aber allmahlich auch bei 
den angrenzenden Re- 
aktionen erreicht wird; 
so nihert sich die 
Kurve immer mehr und 
mehreiner Geraden. Je 
kiirzer die Dauer der Fermentwirkung, um so deutlicher wird ein 
Optimum zutage treten. Die Versuche 5 und 6 zeigen weiterhin 
die einwandfreie Pufferung selbst bei einer Autolyse von 120 Stunden 
Dauer. 

Bevor wir dazu iibergingen, den autolytischen Vorgang innerhalb 
der ersten 24 Stunden zu studieren, stellten wir noch drei Versuche 
mit Milchsiuregemischpufferung an, um diese mit den Werten bei 
Weinsiuregemischpufferung zu vergleichen. 


S$ § 8 8 &§ 
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Abb. 6. 
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Versuch 7. 10g Leberbrei mit 100 ecm destilliertem Wasser. In 5 cer 
der Suspension 13,65 mg Gesamt-N und 0,65, mg Rest-N. Pufferung mit 
m/10 Milchsiuregemisch. Zur Bestimmung des Rest-N 2 x 5 ccm enteiweilit, 
auf 50ccem aufgefiillt, vom Filtrat 25 cem verarbeitet. Auf 5cem der 
Suspension umgerechnete Werte Milligramm N: 





~ Autolyse ee ae Ss a | 
3,29 | 363 | 3,77 | | 4,99 


| 4,09 
3,72 | | | 4,85 
| j 


6,23 5,17 


Nach 24 Std. { etekttom.) 


mgN 5,44, 5,61 | 5,86 


Pu 3,24 3,48 
* pS Mee |(elektrom.) 
mgN 5,82 588 
Diese Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5cem Lebersuspension 
ausgedriickt sind graphisch in Abb. 7 wiedergegeben. 


Versuch 8. 20g Leberbrei mit 135 cem destilliertem Wasser. In 5 ccm 
der Suspension 15,08 mg Gesamt-N und 0,75, mg Rest-N. Pufferung mit 
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Abb. 7. Abb. 8. 


m/10 Milchséuregemisch. Verarbeitung wie oben. Auf 5 ccm der Suspension 
umgerechnete Werte Milligramm N: 








Autolyse i} | 2 ae Ee 3 = | iste Bhi 
Si a | 332 | 364 | 431 | 4,90 | 5,02 


6,90, | 669, | 534 | 471 | 469, 


| | 
| 329 | 3,70 | 428 | 4,77 | 4,96 
| 737 | 8,19, | 


| 


| 698, | 6,617. 


Diese Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5ccm Lebersuspension 
ausgedriickt sind graphisch in Abb. 8 wiedergegeben. 


Versuch 9. 10 g Leberbrei mit 100 ccm destilliertem Wasser. In 5 cem 
der Suspension 13,60 mg Gesamt-N und 0,687 mg Rest-N. Pufferlésung 
und Verarbeitung des Filtrats wie im Versuch 8. Auf 5 ccm der Suspension 
skint Werte Milligramm N: 
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Die Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5 ccm Lebersuspension aus- 
gedriickt sind graphisch in Abb. 9 wiedergegeben. 


Die Versuche 7 und 8 lassen das Optimum um pg 3,8 noch er- 
kennen; im Versuch 9 kommt dies nicht zum Ausdruck. Aber auch 
dieser Versuch zeigt, daB unter den gegebenen Bedingungen das Mab 
der Autolyse etwa 50 Proz. des Gesamt-N betrigt. 


II. Die bisherigen Versuche ergeben, was die Abhangigkeit der 
Autolyse von der H’-Ionenkonzentration des Mediums betrifft, bei 
der Milchsiure- und Weinsiurepufferung eine gute Ubereinstimmung. 
Noch genauer diirften jedoch iiber eine etwaige Anionenwirkung Ver- 
suche unterrichten, bei denen die Leber wahrend des autolytischen 
Prozesses der Einwirkung einer Milchsiure- und einer Weinsiurereihe 
in Parallelversuchen gleichzeitig ausgesetzt wurde. 
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Abb. 9. Abb. 10. 
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Im folgenden sind einige solcher Doppelversuche angegeben. 


Versuch 10. 12g Leberbrei und 135 ccm destilliertes Wasser. In 
5cem der Lebersuspension 12,25 mg Gesamt-N und 0,74mg Rest-N. 
Pufferung in Reihe A mit Milchsiuregemisch, in Reihe B mit Wein-: 
siuregemisch. Verarbeitung wie in den friiheren Versuchen. Abnahme 
nach 8 Stunden. Auf 5cem der Lebersuspension umgerechnete Werte 
Milligramm N sind: 





cee eee ee ee es ae eee a 
oa 3,24 | 3.29 3,50 436 | 470 | — 
A. Milchsaéure- | (etebten) ben | 
reihe mg N | 441 | 452 | 4,50 3,15 | 2,74 — 
b: Wainsture Py | 2,96 | 341 | 3,89 420 | 497 | 5,15 
reihe (elektrom.) | | 
mg N | 3,37 | 420, | 3,74, | 3,50 | 3,23 | 3,23 


Diese Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5 ccm Lebersuspension 
sind graphisch in Abb. 10 wiedergegeben. 


Versuch 11. 17 g Leberbrei und 135 ccm destilliertes Wasser. In 5 cem 
der Lebersuspension 13,40 mg Gesamt-N, 0,99 mg Rest-N. Pufferung in 
Reihe A mit Weinsiuregemisch, in Reihe B mit Milchsiuregemisch. 
Verarbeitung wie in friiheren Versuchen. Abnahme nach 4 Stunden 
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und nach 8 Stunden. Auf 5ccm der Lebersuspension umgerechnet: 
Werte Milligramm N sind: 





ae ae ee 
ct 303 | 346 | 375 | 423 | 501 
A. Weinsaure- (oleh) : | ' : : 
reihe mg N 315 | 3,71 | 366 | 327 | 288 
B, Milchsiure- ; _ Px — 338 | 365 | 443 | 4,77 
reihe (elektrom.) | | 
mg N on a age age ges 
Autolyse (8 Std.) 
303 | 346 | 3,75 4,23 5.01 
A. Weinsaure- (ecko) ‘ | ‘ : , 
reihe mg N | 417 | 512 | 487 4,03 3,47 
aiid: | cag AO ee 4 eee ra dare bt an 
reihe (elektrom.) | | 
agh i — | S& { 8%, 3,58 3,12 


Diese Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5 ccm Lebersuspension 
ausgedriickt sind graphisch in Abb. 11 wiedergegeben. 
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Abb, 11. Abb. 12. 


Versuch 12. 15,9g Leberbrei und 135 ccm destilliertes Wasser. In 
5cem der Suspension 15,33 mg Gesamt-N, 0,65 mg Rest-N. Pufferung 
wie im vorigen Versuch. _ Abnahme nach 6 und 12 Stunden. Auf 5 ccm 
der Lebersuspension umgerechnete Werte Milligramm N sind: 














_Amalye i | a 1 eee oe 2 | 3 | 4 | ; 5 
Sas ose inc sss all llallaglgatatamaalig 5 Bitoni ns 
Pu 3,29 3,58 4,39 4,70 | 
| (etek ee, | 
Nach 6 Std.. mg N | 4,88 | 5,11 3,53 ae 
oe WB eg eh wee Oe oe 4,14 334 
B. Weinsaurereihe. 
Py || 2,91 3,41 3,91 419 | 4,07 
(clare) | i 
Nach 6 Std. . | x | 3,74, 4,92 4,52, 433 | 3,01, 
i eS N | 399 | 5,75 6,06 5,63, | 3,39 








Diese Werte i in anil des Gesamt-N in 5 ccm der Lebersuspension 
sind graphisch in Abb. 12 wiedergegeben. 

Die angefiihrten Doppelversuche zeigen, wie dies namentlich aus 
den graphischen Darstellungen deutlich ersichtlich ist, folgendes Ver- 
halten. Wiahrend die Autolyse bei optimaler H-Ionenkonzentration 
in beiden Pufferlésungen fast in gleichem Tempo verliuft oder eine 
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Autolyse. I. 525 
gewisse Beschleunigung bei der Milchsiurepufferung erkennen 1laBt, 
ist ihr Fortgang bei nicht optimalem pg deutlich anders, ja entgegen- 
gesetzt. Die Kurven weisen mit auffallender Regelmabigkeit einen 
Schnittpunkt auf und bilden so in allen drei Versuchen je zwei Zonen; 
in der einen, der optimalen H’-Konzentration entsprechenden, ver- 
liuft die Milchsiurekurve dicht bei oder ein wenig tiber der Weinsiure- 
kurve, waihrend in der anderen, der optimalen Reaktion nach der 
alkalischen Seite hin angrenzenden, die Weinsiurekurve iiber der 
Milchsiurekurve verliuft. In welchem Sinne die beiden Pufferlésungen 
bei gleichem py den Vorgang beeinflussen, 1aBt sich daher ohne weiteres 
gar nicht angeben. Einer sehr deutlichen Beschleunigung des auto- 
lytischen Vorganges bei einem pq von ungefaihr 5,0 und Weinsiure- 
pufferung steht eine deutlich erkennbare Beschleunigung bei einem 
px von 3,5 und Milchsdurepufferung gegeniiber. 
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Abb. 13. 

In den folgenden zwei Versuchsreihen bei langerer Dauer der 
Autolyse finden sich dieselben Verhiltnisse wieder. Im Versuche 14 
ist die beschleunigende Wirkung der Milchsiure, die in den bisherigen 
Versuchen nur angedeutet ist, besonders stark ausgeprigt. 

Versuch 13. 18 g Leberbrei und 150 ccm destilliertes Wasser. In 5 ccm 
der Suspension sind 13,12 mg Gesamt-N und 0,69 mg Rest-N. Pufferung wie 
im vorigen Versuch. Thermostat 31°. Abnahme nach 6, 18 und 44 Stunden. 
Auf 5ccm der Lebersuspension umgerechnete Werte Milligramm N sind: 


yo 52 52 








est ee EE ET a. 5 
A. Milchsiurereihe. 
Pn (|| «(3,26 339 | 370 | 441 | 4 
(elektrom.) } 
Nach 6 Std.. | mg N | 3,09, 3,29, | 331 | 2,23 | 1,66 
438 oT me eT ee 5,03 | 5,03 3,58 | 3,06 
» 4 , .| mgN 5,77 5,99 | 668 | 5,25 5,29 
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Autolyse 1 | ee he ea 3 | 4 we 5 


B. Weinsaurereihe. 


Pu | 272 | 341 | 445 | 4,80 5,16 

| (elektrom.) || 
Nach 6 Std... | mgN | 259 | 299 | 265 1,89 1,55 
18 , .| mgN/| 362 | 521 4.59 3,38 3,16 
44, .| mgN | 328 5,74 6,05 4,68 5,02 


aS 
3 


Diese Werte in Pro. 
zenten des Gesamt-N in 
5ceem der Suspension 
sind graphisch in Abb. 13 
wiedergegeben. 


Versuch 14. 13 g 
Leberbrei und 175 ccm 
destilliertes Wasser. In 
5 cem der Suspension 
9,73 mg Gesamt-N und 
0,53 mg Rest-N: Puffe- 
rung wie im vorigen Ver- 
such. Abnahme nach 6, 
20, 45 und 70 Stunden. 
Auf 5cem der Leber- 
suspension umgerechnete 
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Abb. 14. Werte Milligramm N: 
sme Rd SANE GREE VS ae Se TSS Ge 
A. Milchsaurereihe. 
in. YS SAT 1 ae 363 | 434 | 4,78 
| (elektrom.) 

Nach 6Std| mgN | 2,92 | 3,9 402 | 281 | 242 
ee ee mgN | 308 | 3653 458 | 3,99 3,12 
aa PhS ae 466 | 416 | 39 

eco tee 3,27 3,67 436 | 474 
| (elektrom.) | 
» 7, |. mgN | 3,9 4,04 5,02 | 430 | 380 
B. Weinsaurereihe. 
eee ol RTD ge 4,25 4,78 | 5,04 
| (elektrom.) || | } 

Nach 6Std. mgN | 162 | 2,84 299 | 269 | 221 
SE ad ze | 1,19 | 3,02 362 | 346 | 296 
sige Bete ws 4 te 3,58 354 | 332 

| pe | 992 | 397 4.29 476 | 511 
(elektrom.) | } 
o 7) mgN POS | Ops 3,99 3,98 | 3,73 


Diese Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5ccm der Suspension 
sind graphisch in Abb. 14 wiedergegeben. 


Diese letzten Versuche stimmen im ganzen mit den drei vorher- 
gehenden iiberein. Das wesentliche all dieser Kurven ist ein Optimum 
der Autolyse in stark saurem Gebiete, in der Milchsiurereihe etwas 
schirfer ausgeprigt bei etwa py 3,4 bis 3,8, in der Weinsiurereihe 
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ist der Abfall weniger steil, zuweilen bei py 4,0 bis 4,4 nur wenig ab- 
nehmend. Eine gewisse beschleunigende Wirkung der Milchsiure 
im optimalen Gebiete ist unverkennbar; auBerhalb des Optimums 
kreuzen sich die Kurven, und das AusmaB der Autolyse wird im Wein- 
siuregemisch starker. 

III. Es muBte nach diesen Untersuchungen im optimalen sauren 
Gebiete die py-Reihe nach der alkalischen Seite hin erweitert werden. 
Hierzu wurde zuniachst das Acetatgemisch benutzt, mit dem es gelang, 
bis zu einem py von 6,0 zu kommen. Die neutrale und alkalische Reak- 
tion wurde dann mit Phosphatgemischen hergestellt und schlieBlich 
wurde noch Biphthalat mit Natronlauge bzw. Salzsiure angewendet, um 
mit den verschiedenen Puf- 2 
ferldsungen eine etwaige 
Anionenwirkung besser zur “ 

Geltung zu bringen. 40 


Versuch 15. Lebersus- % 
pension wie in friiheren Ver- 39 
suchen. In 5cem der Sus- 
pension 16,34 mg Gesamt-N i 
und 1,03mg Rest-N. Puf- 25 
ferldsung: Acetatgemisch 
m/10. Abnahme nach 4und 7 
i Stunden, Auf com Sa We We 
<— ln» 
gramm N: Abb. 15. 





Autolyse Oe ges YE Sa GO eae 2k a 
| pe | 419 | 428 | 460 | 615 | 589 | 631 
(elektrom.) 


Nach 4Std. mgN 5,16 | 520 | 343 | 307 | 258 | 269 
bi ae 419 428 | 460 | 515 589 | 631 
(elektrom.) 


» @, | mgN | 730 | 7,60 | 520 | 410 | 348 | 3.57 

Diese Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5 cem Suspension angegeben 
sind graphisch in Abb. 15 wiedergegeben. 

Versuch 16. Lebersuspension wie in friiheren Versuchen. Puffer- 
lésung wie im Versuch 15. (In 10 ecem Suspension wurden diesmal 30 cem 
Pufferlésung gegeben.) In 5 ccm der Suspension 19,34 mg Gesamt-N und 
1,12 mg Rest-N. Abnahme nach 4, 24, 72 Stunden. Auf 5 cem Suspension 
umgerechnet wurden gefunden Milligramm N: 





384 | 398 | 4,40 





Autolyse 1 | 2 3 


} Pp 
| febikétees:) 
Nach 4S8td.. mgN 5,02 4,97 4.00 
24 es 7,52 7,60 6,42 


” | ” 
3,91 406 | 447 


Pu | 
| (elektrom.) || 
mg N | 7,77 8,19 | 6,99 
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Diese Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5 ccm Suspension angegeben 


sind graphisch in Abb. 16 wiedergegeben. 
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Abb. 16. 


Versuch 17. 


12,5 g Leberbrei 





Die Kurven der Ver. 
suche 15 und 16 zeigen den 
Ablauf der Autolyse zwischen 
pu 3,8 und 6,0. Bereits von 
etwa py 4,0 an sinkt das Aus- 
maB der Autolyse auBerst 
schnell. 

Um den H- Bereich wei- 
ter nach der alkalischen Re- 
aktion auszudehnen, wurden in 
den folgenden Versuchen Phos. 
phatpufferungen angestellt. 


und 100ccm _ destilliertes Wasser. 
Pufferung mit Phosphatmischungen (m/15 Lésung), und zwar 30 ccm der 


Lésung auf 10ccm Suspension. In 5 ccm Suspension 16,45 mg Gesamt-N 
und 0,86 mg Rest-N. Abnahme nach 4, 24 und 48 Stunden. Auf 5 ccm 
Suspension umgerechnet wurden gefunden Milligramm N: 











eae ee oy ie era ae 
| pq | 578 | 601 | 638 | 685 | 7,31 | 7,53 
| (elektrom.) i 
Nach 4Std., mgN 289 273 | 217 195 2,05 | 2,10 
» 2%, | mgN | 526 | 4,20 | 317 | 244 | 244 | 2,40 
| Pa . | 580 | 603 | 639 | 687 | 7,83 | 7,70 
(elektrom.) | 
» 48, | mgN ‘| 616 | 512 | 330 | 260 | 267 | 258 


Diese Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5 cem Suspension angegeben 


sind graphisch in Abb. 17 wiedergegeben. 
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Abb. 17. 





Wie ersichtlich, ist im 
Gebiete von py 5,8 bis 6,4 im 
Vergleich mit der Autolyse 
mit Acetatpuffer eine deut- 
liche Férderung zu __beob- 
achten. Um diesen Befund 
sicherzustellen, wurden Ver- 
suche gleichzeitig mit Acetat- 
und Phosphatpuffer angestellt. 
Da die letzten pg-Werte der 


Acetatreihe sich mit den ersten der ae decken, war ein 


Vergleich durchfiihrbar. 


Versuch 18. 7 g Leberbrei und 75 ccm destilliertes Wasser. 


In 5 cem 


der Suspension 13,42 mg Gesamt-N und 0,63 mg Rest-N. Pufferung mit 
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Acetat- und mit Phosphatmischung. Abnahme nach 4 und 22 Stunden. 
Auf 5cem Suspension umgerechnet wurden gefunden Milligramm N: 








Phosphatpuffer Acetatpuffer 


Autolyse ewe 2 
1 2 | 3 4 5 6 
Pu 5,09 | 5,87 | 624 | 601 | 621 | 657 
Nach 48td. mg N 175 | 166 | 169 | 223 | 201 1,69 
a i mg N 285 | 259 | 263 | 340 | 302 | 2.08 









Diese Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5 cem Suspension angegeben 
sind graphisch in Abb. 18 wiedergegeben. 





Dieser Doppelversuch zeigt ebenfalls deutlich, daB die Autolyse 
bei Phosphatpufferung erheblich schneller verliuft als bei Acetat- 
pufferung. Bei etwa py 6 sind die 
Umsitze bei der Autolyse bei 
Phosphatgegenwart viel héher 
als bei Acetatgegenwart, wenn 
auch die Autolyse bei weitem 
nicht den Grad bei dem Optimum 
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Abb, 18, Abb. 19. 
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in saurer Reaktion (50 Proz.) erreicht. Von py 6 ab fallt dann 
auch bei Phosphatpufferung die Autolyse steil ab. 

Als letztes Puffergemisch benutzten wir Kaliumbiphthalat (m/5) 
zunichst mit HCl (m/5) nach Clark und Lubs und verglichen gleich 
die Wirkung mit der eines Milchsiuregemisches von gleichem pq. 

Versuch 19. Leberbrei wie iiblich. In 5 cem der Suspension 10,20 mg 
Gesamt-N und 0,60,mg Rest-N. Pufferung mit Lactat- und Biphthalat- 
HCl-Gemisch. Abnahme nach 4 und 24 Stunden. Auf 5 ccm Suspension 
umgerechnet wurden gefunden Milligramm N: 





Autolyse 1 2 3 4 5 
Milchsaéurereihe. 
Py 2,64 2,81 3,32 3,43 
(elektrom.) 
Nach 4S8td.. mg N 1,80 209 | 3,12 2,94 





» 2%, | mgN 1,85 235 | 368 | 486 
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a Autolyse ! 1 2 3 4 | 5 
Phthalatreihe. 
Pi 2,38 266 | 346 | 392 | 4,9 
(elektrom.) | 
Nach 4Std. mg N 0,84 0,94 154 | 181 | 205 
» Buel men 1,02 107 | 184 | 282 4,23 


Diese Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5 cem Suspension angegeben 
sind graphisch in Abb. 19 wiedergegeben. 

Auch bei diesem Puffer findet man also ein Optimum in stark 
saurem Gebiete, nur ist dieses ein wenig nach der alkalischen Seite 
hin (bei etwa py 4,2) verschoben. 

Die folgenden Versuche, bei denen ebenfalls Phthalatpuffer an- 
gesetzt sind und infolge NaOH-Zusatz auf weniger saurem Gebicte 
sich bewegten, kénnen als Fortsetzung dieser Kurve betrachtet werden. 
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Abb. 20. Abb. 21. 


Versuch 20. Lebersuspension wie iiblich. In 5ccem der Suspension 
16,78 mg Gesamt-N und 0,87mg Rest-N. Puffer: Kaliumbiphthalat- 
NaOH (m/5 Lésung). Abnahme nach 4 und 23 Stunden. Auf 5 ccm 
Suspension umgerechnet wurden gefunden Milligramm N: 





‘ ‘Autolyse Seay i 1 ss | 2 3 ; 4 5 | 6 


580 | 5,97 | 6,19 


| 212 201 | 1,70 
| 390 | 350 | 302 


PH | 4,76 | 4,99 5,37 

| (elektrom.) | 

Nach 4Std.. mgN | 2,66 2,30 — 
oi ee mgN | 5,66 4,83 | 4,70 


Diese Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5 ccm Suspension angegeben 
sind graphisch in Abb. 20 wiedergegeben. 


Versuch 21. Lebersuspension wie tiblich. In 5cem der Suspension 
11,11 mg Gesamt-N und 0,63 mg Rest-N. Pufferung wie oben. Abnahme 
nach 4, 24 und 48 Stunden. Auf 5ccm Suspension umgerechnet wurden 
gefunden Milligramm N: 
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5 " Autolyse 1 2 5 i, BO BELO 
apr 468 | 498 | 535 587 | 613 | 6,38 
09 (elektrom.) 
us Nach 48td.| mg N 2,22 | 202 | 193 | 193 | 1,50 | 1,59 
05 <n as mgN || 417 | 3,73 | 324 | 317 | 266 | 259 
23 Pu 4,68 | 494 | 538 | 599 | 608 | 6,42 
| (elektrom.) || 
eben . 4, | mgN | 438 | 398 | 359 | 353 | 285 | 280 
Diese Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5 cem Suspension angegeben 
dark sind graphisch in Abb. 21 wiedergegeben. 
Seite Im letzten Versuche 
in dieser Richtung wur- | 
den Parallelbestimmungen Be 
i, mit Biphthalat - NaOH ! 
di und Lactatmischung an- 4 
den. 
gestellt. 5 
o Versuch 22. Lebersus- ra; 40 42 be 3260 ay 
pension wie itiblich. In —y > 
oe 5cem der Suspension Abb. 22. 
10,73 mg Gesamt-N und ¢ 
4 0,52 mg Rest-N. Pufferung mit Biphthalat- NaOH und mit Lactat- ey 
Se gemisch. Abnahme nach 4 und 24 Stunden. Auf 5cem Suspension um- ’ 
wy gerechnet wurden gefunden Milligramm N: 
epee 2 Autolyse "Say Ss i ae ee ee 
4, Biphthalatreihe. 
p | 495 | 517 | 5,80 6,42 
| (elektrom.) || 
On 40d... SS ome OF ee a 1,45 
Ee ee he ee mgN | 2,76 | 250 | 243 1,68 
a: Acetatreihe. 
at- Py «i]s 4,15 5,12 5,74 6,21 
em (elektrom.) l 
Nach 4S8td..... mgN | _ 2,78 1,48 1,56 1,48 
Bn cea i gtkcta ahs AE De a 2,16 2,13 2:17 
r Diese Werte in Prozenten des Gesamt-N in 5 cem Suspension angegeben 
sind graphisch in Abb. 22 wiedergegeben. 
Im wesentlichen verliuft die Autolyse in beiden Reihen gleich, 
) nur ist in der Biphthalatreihe eine geringe Beschleunigung des Vor- 
: ganges zu beobachten. 
Die bisherigen Versuche zeigen deutlich die auBerordentlich groBe 
a ‘ Bedeutung der H’-Konzentration fiir den Ablauf der Autolyse. Im 
stark sauren Gebiete, bei etwa py 3,6 bis 4,0, findet man eine optimale 
yn Wirkung des autolytischen Ferments (oder der autolytischen Fermente), 
1e und dieses optimale Gebiet lie& sich bei Anwendung verschiedener 
n Pufferlésungen (Milchsiure-, Weinsiure-, Essigsiiuregemisch) beob- 
achten. Bei Phthalat-HCl-Mischungen war das Optimum ein wenig 
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nach dem alkalischen Gebiete zu verschoben (etwa pg 4,2). Dann 
fallt der Grad der Autolyse stets stark, um bereits bei py 5 auf gerinve 
Bruchteile der optimalen Wirkung herabzusinken. Nur bei Phosphat- 
gemischen erhebt sich die Autolyse bei etwa py 6 itiber das MaB ces 
bei anderen Pufferlésungen bei diesem pq gefundenen, um mit zu- 
nehmender Alkalitét wieder rasch zu sinken. — Eine ,,Férderung 
oder ,,Hemmung“ durch gewisse Siuren léBt sich bei Betrachtung 
nur eines Punktes der py-Reihe im Verlaufe der Autolyse nicht fest- 
stellen, da im optimalen und im nicht optimalen Gebiete die Ver. 
hialtnisse ganz verschieden sein kénnen. Noch eingehender werden wir 
uns mit diesem Verhalten bei der Wirkung der Neutralsalze auf dic 
Autolyse zu beschiftigen haben. 

IV. In den bisherigen Versuchen wurde die gesamte Rest-N- 
Menge, die nach Koagulation und Eisenbehandlung des Autolysats 
gefunden wurde, als Maf der Autolyse angegeben. Es war nun ndtig, 
einzelne Fraktionen dieses Rest-N genauer festzustellen. Zu diesem 
Zwecke wurde der Amino-N nach Folin'), der NH,-N nach Bang, 
der Harnstoff-N mittels der Ureasemethode bestimmt. Ferner wurde 
in mehreren Versuchen der sogenannte peptidgebundene Stickstoff als 
Amino-N nach Folin nach vorhergehender Saurespaltung der betreffenden 
Fraktion festgestellt. — AuBer der gewohnlich angewandten EnteiweiBung 
mittels Aufkochens und Kolloidfallung sind auch Ultrafiltrate der Leber- 
suspension auf Gesamt-N und Amino-N verarbeitet worden und diese 
Zahlen mit den auf die andere Art erhaltenen Werten verglichen. 

Die ersten Versuche stellten wir im Optimum oder seiner unmittel- 
baren Nahe an (py 3,6 bis 4,0; Milchsiurepufferung). Wir nahmen 
an, daB der peptische Charakter des autolytischen Ferments, der sich 
aus der Lage des optimalen py mit Wahrscheinlichkeit annehmen 
lieB, sich auch in der Natur der Spaltprodukte auBern wiirde. Die 
bei neutraler Reaktion geleitete Autolyse dirfte dann, falls hier ein 
tryptisches Ferment zur Wirkung kame, in der Zusammensetzung 
ihrer Spaltprodukte ein anderes Bild geben. Wir lieBen daher einen 
Versuch bei py 6,8 folgen. 


Versuch 23. py, 3,9. Gesamt-N 12,2 mg. 








erry 2) 26 Std. 





Anfangswert 3 Std. | 
| 


mg | Proz. mg | Proz. st 














a 


| 
g = “Proz. AL mg _Pros. 
| —— 





Gesamt-Rest-N . . | 0,85 E 330 | 275 | 471 | 386691 | 566 
Amino-N..... (0,195 16 062 | 51 119 | 98 120 | 98 
a + | 010 letwal/03 | 25) — | — |o50 | 40 
Harnstoff-N 0,10 | es 0,10; ‘etwa 1) _ _ | 0,12, etwa | 


Im Ciaesdees zu Beginn 0,77 mg Rest-N, nach 6 Stunden 4,79 mg Rest-N. 
1) Journ. of biol. Chem. 51, 377, 1921. 
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Versuch 24. p,, 4,0. Gesamt-N 21,17 mg. 








Anfangswert 3 Std. 7 Std. 


mg Proz. mg Proz. || mg Proz. 


Gesamt-Rest-N . . | 1,20 | 568 | 337 | 15,9 5,12 242 || 864 408 
Amino-N 044/21 | 1338 63 222 105| 315 149 


0,13 06 014 07 025 12] 052 25 
Im Ultrafiltrat Milligramm N: 





Anfangswert 3 Std. 7 Std. | 26 Std. 


Gesamt-Rest-N . | 1,29 | 366 5,42 9,40 
Amino-N....)| 040 | 1,33 | 233 357 


Versuch 25. py, 3,60. Gesamt-N 16,97 mg. 








Beginn 4 Std, 24 Std. 48 Std. 
mg | Proz. mg Proz. mg Proz. mg Proz. 


Amino-N | 023 | 14] 142) 84 268 | 158 | 3,25 19,1 


N H,-N + Harn- | 
stoff -N | 0,24 | 15 || 031} 19) 086 51/092 54 


Versuch 26. p,, 6,8 (Phosphatpuffer). Gesamt-N 18,29 mg. 


Gesamt-Rest-N . . || 0,68 | 4 | 441 | 26 7,33 43 © 932 55 











| Anfangswert | 4 Std. ||  24Std _—_—|| 72 Std. 


|| mg Proz., mg | Proz. || mg Proz. || mg Proz. 


at-N..| 090] 49 | 107| 59 | 124! 63 | 145/| 79 
025) 14 (032 (18 | 045 25 0,56 30 
| | | | 
stoff - | 164 — — | 020/ 16); — | — 
Im Ultrafiltrat nach 4 Stunden 1,01, nach 24 Stunden 1,17 mg Rest-N; 
nach 4 Stunden 0,34, nach 24 Stunden 0,38 mg Amino-N. 


Diese Versuche zeigen demnach zuniichst, in Ubereinstimmung 
mit den oben mitgeteilten Befunden der Arbeit, daB nach 24stiindiger 
optimal geleiteter Autolyse die in der Lésung befindliche Stickstoff- 
menge ungefihr 50 Proz. des Gesamt-N der Suspension betrigt. Was 
die Zusammensetzung des Rest-N anlangt, so spielen Harnstoff und 
Ammoniak eine verhiltnismiBig geringe Rolle, wenn auch die Ver- 
mehrung des Ammoniaks im Laufe der Autolyse deutlich in Erscheinung 
tritt. Die Fraktion des Amino-N wies iiber Erwarten geringe Werte 
auf. Wahrend in zahlreichen friiheren Untersuchungen der Anteil 
des N der sogenannten Monoaminosiiuregruppe zwischen 60 und 80 Proz. 
des Gesamt-N betrug und dementsprechend die Spaltung zu den letzten 
Abbaustufen als hoch angesehen werden mute, schwankt der von 
uns gemessene Amino-N nur zwischen 25 und 35 Proz. des gesamten 
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Rest-N. Die Menge der wirklich vorhandenen, freien Monoamino- 
siuren dirfte nach den gleich unten mitgeteilten Bestimmungen der 
Polypeptidfraktion noch geringer sein. Bemerkenswert ist es auch, 
daB bei der geringen, aber doch deutlichen Autolyse bei fast neutraler 
Reaktion (Versuch 26) der prozentuelle Anteil an Amino-N im Rest-N 
durchaus nicht vergréBert ist gegentiber den Zahlen, die aus dem 
optimalen Gebiete stammen, so daB Anhaltspunkte fiir ein tryptisches 
Ferment in dieser Versuchsanordnung nicht gefunden wurden. — 
SchlieBlich sei noch darauf hingewiesen, daB die Methode der Ultra- 
filtration fast dieselben Rest-N-Werte ergab wie die von uns meist 
angewandte kombinierte EnteiweiBungsmethode. 

Die Bestimmung des ,,peptidgebundenen“ Stickstoffs erfolgte mit 
Hilfe der Saiurehydrolyse mit einer vorhergehenden und einer nach- 
folgenden Amino-N-Bestimmung nach der Folinschen Methode. Der 
erste Versuch wurde auf der sauren, ein zweiter auf der alkalischen 
Seite des Optimums angestellt. 


Versuch 27. py, 3,2 (Pufferung mit Milchsiure). Gesamt-N 17,2 mg. 








Anfangswert | 4 Std. 20 aed. 


mg | Proz. | _ mg ] ‘Proz. I x ‘mg a Proz. 





- esa 
293 | 17 | 435 | 253 
0,70, | 41 | 120 | 70 
248 | 144 | 382 | 222 


Versuch 28. py, 4,3 (Pufferung mit Milchséure). Gesamt-N 15,4 mg. 


Gesamt-Rest-N .... | 087 | 5, 
Ame OS | o30 | 18 
Amino-N+Polypeptid-N)) 0,74 | 43 


? 














! Anfangswert 4 Std. 








4, 24 Std. = 48 Std. 


‘ | mg | Pros. || mg | [ ‘Proz. a Ee mg ah Proz. | | Proz. 


Gesamt-Rest-N ., 1,38 | 9 | 286 185 | 5,79 | 376 | 6,26 | 40,7 





Amino-N ..... i 0,28 18 || 0,74 | 48 | 1,12 7,3 | 1,43 9.3 
Amino-N-+ Poly- | i 
peptid-N ....j 118 | 7,7 || 2,49 | 162 | 522 | 33,9 || 5,72 | 37,1 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB der Hauptanteil des Rest-N 
einem Gemenge von Polypeptiden zukommt, ein Befund, der wiederum 
fiir die peptische Natur des hier wirksamen Ferments spricht. Die 
von mehreren Autoren auch im alkalischen Gebiete aufgefundene 
erhebliche Fermentwirkung tryptischen oder ereptischen Charakters 
hat sich bisher unseren Feststellungen giinzlich entzogen. 

V. Um eine eventuelle Spaltung im alkalischen Gebiete nachweisen 
zu kénnen, iibertrugen wir das saure Autolysat in ein alkalisches Medium 
und priiften dann das weitere Verhalten des Verlaufes der Autolyse'). 


1) Vgl. zu diesem Punkt vor allem die Arbeiten von S. G. Hedin, Zeitschr. 
physiol. Chem. 122, 307, 1922; Journ. of biol. Chem. 54, 177, 1922. 
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Dabei wurde so verfahren, daB die Autolyse bei saurer Reaktion an- 
gesetzt wurde, nach 48 Stunden teilte man das Autolysat, und zwar 
wurde der eine Teil bei der bisherigen sauren Reaktion belassen, der 
andere Teil wurde durch Phosphat und NaOH auf eine alkalische 
Reaktion gebracht; nach weiteren 24 Stunden wurden beide 
Portionen analysiert. 

Versuch 29. py 3,96 (Milchsiurepuffer). Gesamt-N 10,8 mg. 

Gesamt-Rest-N: Anfangswert 1,33 mg (12,3 Proz.), nach 36 Stunden 
5,17 mg (47,8 Proz.). 

Amino-N: Anfangswert 0,76 mg (7 Proz.), nach 36 Stunden 1,64 mg 
(15,2 Proz.). 

Nach 36 Stunden wurde ein Teil mit NaOH neutralisiert, py, 6,88. 
Dann wurde gefunden: 

I. Im sauren Autolysat: 

Gesamt-Rest-N: nach 60 Stunden 5,31 mg (49,2 Proz.), nach 84 Stunden 
6,10 mg (56,5 Proz.). 

Amino-N: nach 60 Stunden 2,0mg (18,5 Proz.), nach 84Stunden 
2,07 mg (19,2 Proz.). 

II. Im neutralisierten Autolysat: 

Gesamt-Rest-N: nach 60 Stunden 5,49mg (50,8 Proz.), nach 84 Stunden 
5,81 mg (53,7 Proz.). 

Amino-N: nach 60 Stunden 2,06 mg (19,1 Proz.), nach 84 Stunden 
2,32 mg (21,5 Proz.). 

Die Autolyse ging demnach in dem neutralisierten Autolysat 
nicht weiter. Da es immerhin méglich war, daB dieses Verhalten durch 
die unzureichende Alkalitat des Gemisches veranlaBt war, stellten 
wir einen weiteren Versuch an, wo die zugesetzte Laugenmenge variiert 
und ein py bis 9,6 erreicht wurde. 


Versuch 30. py 3,40. (Milchsiurepuffer). Gesamt-N 5,89, mg. 








Anfangswert |* 24 Std. 28 Std. 48 Std. 


mg | Proz. | mg Proz. mg Proz. mg Proz. 
Gesamt-Rest-N .. | 058 10 | 261 443 | 271 | 459 277, 47 
Nach 24stiindiger saurer Autolyse alkalisierten wir vier Portionen durch 


steigende NaOH-Mengen und analysierten sie nach weiteren 34 und 
24 Stunden. Die saure Autolyse kam mit dem N-Wert 2,7 mg zum Stillstand. 


In den verschiedenen Portionen wurden an Milligramm N gefunden: 





I. PH 682 | I. Py 69 | Tl. Py 7,95 | IV. PH 9,60 


Nach 3!/, Std... . || 3,20, | 3,27 3,25, 3,26 

Ce ae oe ee 3,23 3,18, 3,28 
Einen Teil der Suspension lieSen wir gar nicht erst sauer autolysieren, 
sondern alkalisierten ihn gleich zu Beginn, um einen etwaigen Unterschied 
einer alkalischen Autolyse ohne und mit saurer Vorbehandlung finden zu 


kénnen. 
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Py dieser Probe ist 7,56. 


Gesamt-Rest-N: zu Anfang 0,58mg (10 Proz.), nach 28 Stunden 
0,85 mg (14,5 Proz.), nach 48 Stunden 0,84 mg (14,3 Proz.). 


Die GréBe der Autolyse war demnach bei saurer Reaktion 46 Proz., 
bei alkalischer 14,4 Proz., bei saurer, dann alkalischer 56 Proz. 

Eine Weiterspaltung im alkalischen Gebiete ist demnach sicher 
erfolgt, sie hielt sich aber nur in maBigen Grenzen. Trotz groBer Diffc- 
renzen in dem py der alkalischen Portionen zeigte sich in den N-Werten 
untereinander kein Unterschied. Somit laBt sich das Fehlen der Ferment. 
wirkung im vorhergehenden Versuche nicht mit einer ungeniigenden 
Alkalisierung erkliren. 


In dem folgenden Versuche variierten wir die Dauer der sauren 
Vorbehandlung, da die Méglichkeit einer Abhingigkeit der Ferment- 
wirkung im alkalischen Gebiete von dieser Dauer in Betracht gezogen 
werden muBte. Doch war in diesem Versuche die Spaltung durchweg 
noch geringer als im vorhergehenden. 


Versuch 31. py 3,9 (Milchséurepuffer). Gesamt-N rated mg N 


38d. || Std | assed | 
PSOE SM eT a. a _| Pros. | me Proz. [os mg | Pros. : 


Gesamt-Rest-N 0,88 | 7,25 || 2,79 | 22,9 || [3.71 | 30,5. | 5,33 | 438 | 5,24 | | 43,1 

















48 ‘Std. 


me _| “Proz. 


| Anfangswert | 








mae mg Ee I 


Nach 3, 6, 24 und 48 Stunden wurden einzelne Portionen alkalisiert, 
das nun alkalische Autolysat nach stets 24 Stunden untersucht. 


Nach 24 Stunden wurden an Milligramm N gefunden: 








I. 3 Std. sauer, dann | II. 6 Std. sauer, dann III. 24 Std. sauer, dann | IV. 48 Std. sauer, dann 
Pr 106 | Px 10,26 Px 113 | Pu 10,8 











T 
| 


3,36 3,81 > 5,29 | 6,17 


Das Ergebnis des Versuches war demnach (Gesamt-Rest-N in Pro- 
zenten): 











| | Saure + die, 





Saure Autolyse | tische Autolyse 
iia iis Pree ern es AAR: MeCN BA 
Nach Verweilen im sauren Medium, 3 Std... | 22,9 27,6 
. ” ” . ” — a * 30,5 31,3 
< a wat ae ee eee wree Y 43,5 
” ” ” ” ” ee ee 43,1 50,7 


In diesem Versuche wurde nur mit Natriumhydrat alkalisiert. 
Ein weiterer Versuch wurde nun in der Weise angestellt, da8 wir mit 
NaOH nur neutralisierten, dann ein Phosphatgemisch mit einem py 
von etwa 9 hinzufiigten. 
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Versuch 32. py 4,12 Capen Gesamt-N 10,85 mg. 






Anfangswert | 4 Stunden 24 Stunden 







mg Proz. || mg Proz. mg Proz. 


Gesamt-Rest-N, 0,85, 7,9 2,92 26,9 5,46 50,3 









Nach der Alkalisierung ergaben sich folgende Werte fiir den Rest-N 






In Portion I. 4 Stunden sauer, dann 24 Stunden p,, 7,82. 
Rest-N 3,15 mg. 

In Portion II. 4 Stunden sauer, dann 24 Stunden p, 8,32. 
Rest-N 3,15 mg. 

In Portion III. 24 Stunden sauer, dann 24 Stunden p,, 7,92. 
Rest-N 5,40 mg. 

In Portion IV. 24 Stunden sauer, dann 24 Stunden p,, 8,52. 

Rest-N 5,66 mg. 












Das Ergebnis desVersuches war demnach (Gesamt-Rest-N in Prozenten): 





| Saure Autolyse | Saure + alkalische Autolyse 


Nech it Std. 26,9 Proz. | 29 Proz. (bei pq 7,82); 29 Proz. (bei pq 8,32) ‘ 
. i 50, >, aaa 49,8 Proz. (bei py 7,92); 52,2 Proz. (bei py 8,57) 









Weder nach vierstiindiger noch nach 24stiindiger saurer Vor- 
behandlung und Ubertragen in ein alkalisches Medium von py 7,82 
bis 8,52 hat eine irgendwie nennenswerte Weiterspaltung im alkalischen 
Gebiete stattgefunden. 







In den folgenden Versuchen haben wir den Aziditatsgrad bei 
der Vorbehandlung variiert. 








Versuch 33. Kolben A p, 4,63 (Acetatpuffer); Kolben B py 5,01 
(Acetatpuffer). Alkalisierung durch NaOH und Phosphatpuffer. Gesamt-N 
13,93 mg N. 















Anfangswert oa ‘Std. eC Std. 


mg | Pros. || mg | Pros. mg Proz. 
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Gesamt-Rest-NinA. . | 
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063 | 45 | 2,16 | 166 | 338 | 243 
063 | 45 154, | Il | 226 | 163 













Nach 4- und 24stiindiger saurer Autolyse wurde aus A und B je eine 
Portion alkalisiert (in A p, 7,3, in B 10,3) und diese Portionen wurden 
nach weiteren 24 Stunden analysiert. 

Gesamt-Rest-N in A nach 4 Stunden Vorbehandlung 2,8 mg (20,8 Proz.); 
nach 24 Stunden Vorbehandlung 3,45 mg (24,8 Proz.). 

Gesamt-Rest-N in B nach 4 Stunden Vorbehandlung 1,6 mg (11,6 Proz.); 
nach 24 Stunden Vorbehandlung 2,01 mg (14,4 Proz.). 
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Das Ergebnis desVersuches war demnach (Gesamt-Rest-N in Prozente))): 





Saure Autolyse Py 4,63  Saure+alkalische Autolys¢ 


Anfangswert. ....... 4,5 wd 

Nach 4 Stunden ..... 15,5 20,8 

. eae re 24,3 24,8 
Saure Autolyse Dy, 5,01 

Anfarigswert °° Po 4,5 — 

Nach 4 Stunden ..... 11,1 11,6 

ee ip hee 16,3 14,4 


Versuch 34. py 5,13 (Acetatpuffer). Gesamt-N 21,0 mg. 





Anfangswert 3 Std. 24 Std. 


mg | Pros. mg Proz. . | mg | Proz. 
Gesamt-Rest-N .... 2,18 10,4 4,78 22,8 7,28 34,7 


Nach 3- und 24stiindiger saurer Autolyse wurden einzelne Portionen 
wie vorher alkalisiert, 24 Stunden spiter untersucht. 


An Gesamt-Rest-N wurde gefunden: 
nach 3stiindiger saurer Vorbehandlung mit Py 10,0:4,84 mg (23,5 Proz.), 
nach 24stiindiger saurer Vorbehandlung mit p,, 10,3: 7,96mg (37,9 Proz. ) 


Das Ergebnis desVersuches war demnach (Gesamt-Rest-N in Prozenten): 











Saure Autolyse Saure + alkalische Autolyse 


Anfangswert. ....... 10,4 


Nach 3 Stunden ..... | 22.8 | 23,5 
sgn aes | 34,7 37.9 


Die zwei folgenden Versuche, die mit Milchséiurepuffern — ver- 
schiedener Aziditat angestellt worden sind, zeigen ebenfalls, daB der 
Aziditatsgrad des sauren Autolysats keinen EinfluB auf die Weiter- 
spaltung nach Ubertragung ins alkalische Gebiet ausiibt. 


Versuch 35. Kolben A Py 3,01, B p,, 3,96, C Py 4,53. Gesamt-N 8,16 mg. 

Anfangswert des Rest-N 0,46 mg (5,7 Proz.). 

Nach 24 Stunden in A 4,01 mg (49,1 Proz.), in B 4,72 mg (57,9 Proz.), 
in C 3,97 mg (48,6 Proz.). 

Nach 24 Stunden wurden alkalisiert: A Py 8,44, Bp, 8,88, C py 8,80. 

Nach 5stiindigem Verweilen im alkalischen Gebiet wurde analysiert: 


In A 5,23 mg (64,1 Proz.), B 6,27 mg (76,8 Proz.), C 5,06 mg (62,0 Proz. ) 
Rest-N. 


Hier ist eine Zunahme der Spaltung im alkalischen Gebiete von 
bzw. 15, 16,9 und 13,4 Proz. zu verzeichnen. Da8 wir hier jedoch 
nicht alle Bedingungen iibersehen, zeigt der folgende Versuch, der, 
obgleich vollkommen gleich angesetzt, diese Spaltungszunahme ver- 
missen lieB. 
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Versuch 36. Kolben A py 3,55, B py 3,93, C py 4,15. 

Anfangswert des Rest-N 0,34, mg (5,3 Proz.). 

Nach 24 Stunden in A 2,03 mg (31,3 Proz.), in B 2,67 mg (41,1 Proz.), 
in C 2,22 mg (34,2 Proz.). 

Nach 24 Stunden wurde alkalisiert: A py 8,32, B py 8,52, C py 9,09. 

Nach 4stiindigem Verweilen im alkalischen Gebiet wurde analysiert: 

In A 2,10 mg (32,4 Proz.), B 2,54 mg (39,2 Proz.), C 2,12 mg (32,6 Proz.). 

Es ist demnach nicht die geringste Zunahme im alkalischen Gebiet 
zu sehen. 

Bei der Beurteilung dieser Vorginge ist wohl anzunehmen, daB 
die Siurebehandlung eine etwaige Spaltung im alkalischen Gebiete 
erst erméglicht; andererseits kann sie aber auch einen stérenden EinfluB 
auf die Fermenttiatigkeit ausiiben'). Um einen besseren Einblick in 
die hier obwaltenden Verhiltnisse zu gewinnen, haben wir die uns 
schon gut bekannte Fermenttatigkeit im Optimum (im sauren Gebiete) 
nach voriibergehender, zeitlich abgestufter alkalischer Reaktion unter- 
sucht. Es lieBen sich hierbei je nach der Linge der Alkalieinwirkung 
die verschiedensten Grade der Hemmung bis zur vélligen Aufhebung 
jeglicher fermentativen Wirkung selbst im Optimum nachweisen. 


Versuch 37. py 4,1 (Milchsa&urepuffer). 

Gesamt-Rest-N: Anfangs 0,85, mg, nach 4 Stunden 2,92 mg, nach 
24 Stunden 5,46mg. Nach 4stiindiger saurer Autolyse wurde ein Teil 
fir 24 Stunden eben alkalisch gemacht (gegen Phenolphthalein), dann 
wieder auf ein p,, von 4,23 zuriickgebracht und nach weiteren 24 Stunden 
der fast unveranderte, nach 4 Stunden erhaltene Wert gefunden: 3,12 mg N. 


Versuch 38. py 4,63 (Acetatpuffer). 

Gesamt-Rest-N: Anfangs 0,63 mg, nach 4 Stunden 2,15, mg, nach 
24 Stunden 3,38mg. Zu Beginn der Autolyse wurde eine Portion fiir 
4 Stunden eben alkalisch gemacht (gegen Phenolphthalein), dann wieder 
auf das friihere p,, gebracht, und nach weiteren 20 Stunden untersucht. 
Es fanden sich 0,77 mg, also nur unwesentlich mehr, als der Ausgangswert 
betrug. 

Versuch 39. py, 5,13 (Acetatpuffer). 

Gesamt-Rest-N: Anfangs 2,17,mg, nach 3 Stunden 4,78 mg, nach 
24 Stunden 7,28mg. Zu Beginn der Autolyse wurde eine Portion fiir 
2 Stunden, eine weitere fiir 4% Stunde eben alkalisch gemacht (gegen 
Phenolphthalein), dann auf das friihere p, gebracht und 24 Stunden spater 
untersucht. Die gefundenen Werte 2,03 und 1,91 mg stimmen mit dem 


Anfangswert fast tiberein. 


Versuch 40. 
Gesamt-Rest-N: 


Py 4,23 (Milchsaurepuffer). Gesamt-N 21,69, mg. 


Anfangs 1,45 mg, nach 24 Stunden 6,87mg. Zu 


Beginn der Autolyse wurden zwei Portionen durch Zufiigen von n/10 NaOH 
eben alkalisch gemacht (gegen Phenolphthalein) und sofort wieder das 
24 Stunden spater wurden als Rest-N 3,28 bzw. 


friihere p,, hergestellt. 


1) Vgl. hierzu die Untersuchungen von Hedin, l. c. 
Biochemische Zeitschrift Band 140. 
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2,89 mg gefunden, also nicht halb so groBe Werte wie bei der Auto) se 


ohne Alkalieinwirkung. 


Alle diese Versuche zeigen, daB selbst kurz dauernde alkalisc|ye 
Reaktion (pq um 8) die autolytische Fermentwirkung schiadigt bzw. 
aufhebt. Anhaltspunkte fiir ein der Trypsingruppe angehérendes 
Ferment in unseren Autolysengemischen konnten wir bisher nicht 
finden. Nach unseren bisherigen Untersuchungen, die weitergefiihrt 
werden, mu} die Autolyse, das Léslichwerden des Organeiweibes, 
durch ein pepsinahnliches Ferment bedingt sein. Dafiir spricht nicht 
nur die Lage des Optimums, sondern auch die Natur der Spaltprodukte, 
bei denen die Polypeptidbindung zum gréBten Teil erhalten blieb. 

VI. Bei der Erklirung der beobachteten Erscheinung, daB der 
Abbau bei 50 bis 60 Proz. des Gesamt-N stehen bleibt, lag es am 
nachsten, diese auf eine durch die Spaltprodukte hervorgerufene 
Hemmung zuriickzufiihren. Um dies zu priifen, kombinierten wir 
die Autolyse mit der Dialyse und verfuhren dabei so, daB wir einen 
Teil der Lebersuspension nicht wie bisher in einem Kolben autolysieren 
lieBen, sondern in einer Dialysierhiilse von Schleicher-Schiill. Als AuBen- 
fliissigkeit benutzten wir regelmaBig dieselbe Pufferlésung, die uns 
auch zur Herstellung der Pufferlésung der Suspension gedient hat. 
Sonst wurde alles so gehandhabt wie bisher, nur die Toluolmenge 
wurde vergréBert; die Lésungen blieben stets keimfrei. 


Versuch 41. 19 g Leberbrei + 150 cem n/20 Milchsiuregemisch p,, 3,88. 

A. Innenfliissigkeit 50 cem der obigen Suspension; AuBenfliissigkeit 
500 cem Pufferlésung. 

B. Innenfliissigkeit 50cem der obigen Suspension, AuBenfliissigkeit 
1000 ccm Pufferlésung. Die 50ccm Innenfliissigkeit enthielten 91 mg 
Gesamt-N. 

Nach 24 Stunden wurde in A gefunden: innen 26,5 mg, auBen 50,4 mg 
Rest-N, zusammen 76,9 mg, d. h. 84,5 Proz. des Gesamt-N. 

Nach 24 Stunden wurde in B gefunden: innen 31,5 mg, auBen 51,7 mg 
Rest-N, zusammen 83,2 mg, d. h. 91,4 Proz. des Gesamt-N. 


Versuch 42. Wie oben. Milchsiurepufferung. py, 4,10. 


A. Innenfliissigkeit 50 cem Suspension; auBen 1000 cem Pufferlésung. 
B. Innenfliissigkeit 50 cem Suspension; auBen 500 ccm Pufferlésung. 


Autolyse wie gewohnlich. Gesamt-N 95,76 mg. 











paleegnret 4 Std. 24 Std. || 48 Std. 
mg | Proz. mg | Pros. || mg | Proz. mg “T Proz. 
Gesamt-Rest-N . . | 8,20 | 86 | 27,74 29 | 4917) 51,3 51,80| 54,1 


Autolyse mit Dialyse nach 24 Stunden, Rest-N: 
A. Innen 24,3 mg, auBen 56,64 mg; zusammen 80,94 mg = 84,5 Proz. 
B. Innen 26,7 mg, auBen 55,1 mg; zusammen 81,8 mg = 85,4 Proz. 
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Eine dritte Portion wurde nach 24stiindiger gew6hnlicher Autolyse 
in eine Dialysierhiilse gebracht und nach weiteren 24 Stunden untersucht. 
Gefunden innen und auSen zusammen 62,25 mg Rest-N = 65,0 Proz. 

Es ergibt sich demnach, daB nach 24 Stunden die Autolyse ohne 
Dialyse bis 51,3 Proz., die mit Dialyse 84,5 und 85,4 Proz. des Gesamt-N 
betrug. Bemerkenswert ist, daB in der dritten Probe die nach 24 Stunden 
zum Stillstand gekommene Autolyse, in eine Dialysierhiilse tibertragen, 
wieder in Gang kam. 

Versuch 43. Wie oben (Milchséurepufferung). p, 4,18. Gesamt-N 
87,0 mg. 

Autolyse ohne Dialyse nach 24 Stunden 43,7 mg, d. h. 50,2 Proz. 
des Gesamt-N. 

Autolyse mit Dialyse nach 24 Stunden 62,8 mg, d. h. 72,2 Proz. des 
Gesamt-N. 

Versuch 44. Suspension wie oben (Milchsaurepufferung). py 3,9. 
Gesamt-N 91,28 mg. Autolyse ohne Dialyse: 










Anfangswert 24 Std. 48 Std. 





mg Proz. mg Proz. mg Proz. 
Gesamt-Rest-N....| 89 | 98 | 420 | 461 | 4508 | 494 


Autolyse mit Dialyse: auBen 50,75 mg Rest-N, innen 28,73 mg; 
zusammen 79,48 mg, d. h. 87,1 Proz. 

Demnach betrug die Autolyse nach 24 Stunden ohne Dialyse 
46,1 Proz., mit Dialyse 87,1 Proz. 

Versuch 45. Suspension wie oben (Milchsiurepufferung). py, 4,6. 
yesamt-N 157,5 mg. 

Autolyse ohne Dialyse nach 24 Stunden 53,9 mg Rest-N, d. i. 34 Proz. 
des Gesamt-N. 

Autolyse mit Dialyse nach 24 Stunden: auSen 56mg Rest-N, innen 
58,43 mg. Zusammen 114,43 mg, d. i. 72 Proz. 

Diese Versuche zeigen iibereinstimmend, da durch das Weg- 
dialysieren der Spaltprodukte der Grad der Autolyse nennenswert 
erhéht wird. Obgleich die Dialyse noch nicht zu Ende gefiihrt war 
und die angewandte Technik der Dialyse wohl vervollkommnet werden 
kann, haben wir nach 24 Stunden Spaltungswerte von 72 bis 91,4 Proz. 
gefunden, gegen 50 Proz. bei der gewohnlichen Autolyse. Die Annahme, 
daB die Spaltprodukte hemmend auf den Gang der Autolyse wirken, 
erscheint demnach wohlbegriindet. 


Zusammenfassung. 

Die Autolyse an Lebern von Meerschweinchen wurde studiert 
und die groBe Abhingigkeit des Grades der Autolyse von der Wasser- 
stoffionenkonzentration des Mediums in Ubereinstimmung mit den 
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Befunden anderer Autoren festgestellt. Es besteht ein Optimum di; 
Wirkung bei stark saurer Reaktion bei etwa py 3,6 bis 3,8. Diese 
Lage des Optimums konnte sowohl bei Milchsiure- und Weinsaure. 
gemischen als Pufferlésungen wie auch bei Acetatgemisch gefunden 
werden. Bei Phthalatpuffern war das Optimum etwas nach der alka. 
lischen Seite verschoben (py etwa 4,2). 

fine gewisse féirdernde Wirkung des Milchsiuregemisches im 
optimalen Gebiete ist zu beobachten, dann sinkt die Autolyse steil 
wihrend bei Weinsiurepufferung das Absinken des Autolysengrades 
allmahlicher vor sich geht, so daf im nicht optimalen Gebiete dic 
Autolyse beim Weinsiuregemisch schneller verliuft als beim Milch- 
siuregemisch. 

Die Abbauprodukte im Autolysat enthalten den Stickstoff zum 
allergréBten Teile in peptidartiger Bindung. Die Menge der freien 
Aminosiuren, des Harnstoffs und des Ammoniaks tritt dagegen ganz 
zuriick. 

Dieser Befund wie auch die Lage des Optimums im sauren Gebiete 
sprechen dafiir, daB wir es bei der Autolyse mit einem der Pepsingruppe 
angehérenden Ferment zu tun haben. Anhaltspunkte fiir ein tryptisches 
Ferment konnten in der vorhergehenden Untersuchung nicht gefunden 
werden. Schon kurz dauernde Einwirkung alkalischer Reaktion (von 
etwa pq 8 an) hebt die Wirkung des autolytischen Ferments (oder 
der autolytischen Fermente) auf. 

Die Autolyse machte in allen mitgeteilten Versuchen bei etwa 
50 Proz. Abbau (auf Gesamt-N der Suspension bezogen) halt. Leitete 
man jedoch die Versuche so, daB die Spaltprodukte wegdialysieren 
konnten, so ging die Spaltung weiter und erreichte, trotz unvoll- 
stiindiger Dialyse, Werte bis 90 Proz. 
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Gelatine-Kapillaren. 


Ein Beitrag zur Modelluntersuchungsmethode biologischer Erscheinungen. 


Von 
N. A. Beloff +. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium des Instituts zur Erforschung des 
Gehiens und der psychischen Tatigkeit in Petrograd.) 


(Eingegangen am 27. April 1923.) 


Bis zur allerletzten Zeit ging man bei Erforschung aller Lebens- 
erscheinungen bloB auf analytischem Wege vor. Allerdings wurden 
hin und wieder Versuche gemacht, die biologischen Erscheinungen 
durch reine physikalisch-chemische Beispiele zu erkliren. Besonders 
bemerkenswert in dieser Richtung wird wohl das bekannte Proto- 
plasmamodell O. Biitschlis gewesen sein, aber alles in allem, weiter 
als zu Analogien kam es in allen diesen Fallen nicht. Einen Fortschritt 
in dieser Beziehung bedeuteten also die Untersuchungen M. Fischers, 
der nicht blo®8 Analogien suchte, sondern mit Hilfe von Modellen zur 
Ergriindung biologischer Probleme herantrat. Wurden frither alle 
Modelle als wissenschaftliche Spielereien von Vertretern der vita- 
listischen Schule angesehen, so muBte diese Ansicht aufgegeben werden, 
nachdem von M. Fischer und Strietmann zur Geniige bewiesen worden 
war, welche Schliisse man aus diesen Modellen ziehen kann. 

Eine Untersuchungsmethodik mit Hilfe von Modellen hat sich 
nun das volle Biirgerrecht erworben, jedoch handelt es sich nicht bloB 
um eine neue Methodik, sondern um eine neue Richtung. An die biolo- 
gische Erscheinung tritt man heran, nicht bloB um sie zu analysieren, 
sondern man ist bestrebt, die Lebenserscheinung selbst nachzubilden. 
Dem dient ein Modell. Vorerst ist es eine sehr entfernte Wiedergabe, 
aber die weiteren Versuche ergeben eine gréBere Anniherung, bis es 
zuletzt gelingt, an das Ideal — das Leben selbst — médglichst nahe 
heranzutreten. Diese Richtung in der Biologie muB als die synthetische 
bezeichnet werden. Es ist eine vollkommene Analogie zur Chemie, 
wo man ja auch vom Analysieren ausging, um schlieBlich zur Synthese 
zu gelangen. So sprach man ja friiher in der Biochemie beim Ana- 
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lysieren des tierischen Kérpers von der Menge des enthaltenen Leime:. 
Fettes, Kalkes usw. — heute aber begniigt man sich nicht mehr 
damit allein. So ist es auch in der Biologie: die ersten Versuche werden 
ja woméglich ziemlich ungeschickt sein, aber im weiteren wird es zu 
ihrer Verfeinerung kommen. Deshalb liegt das Verdienst Fischers 
nicht bloB darin, da er von kolloiden Stoffen in biologischen Er- 
scheinungen sprach — dies wurde auch vor ihm von vielen deutschen 
Forschern hervorgehoben —, aber sein Verdienst liegt darin, daB er 
ein neues Prinzip aufstellte: ein Modell der Lebenserscheinung. 

Eine solche Modellmethode habe ich beim Schreiben dieser Zeilen 
im Sinne. Es handelt sich um ein Modell der GefaBkapillaren — wie 
aus dem oben Gesagten folgt, um ein der Wirklichkeit sich sehr 
niiherndes Modell aus Gelatine. 

Bevor ich aber nun iiber die Methodik selbst berichte, will ich 
einige Fragen beriihren, die dabei zu beriicksichtigen sind. Bekanntlich 
hat man bei allen Versuchen, bei denen man mit Quellungserscheinungen 
der Gelatine zu tun hat, damit zu rechnen, da ein gewisser Teil der- 
selben peptisiert werden kann; je nach der Flissigkeit ist diese Er- 
scheinung starker oder schwacher ausgeprigt. Bei allen Untersuchungs- 
methoden, so z. B. nach der Methode von Hofmeister, wo Gelatine- 
stiickchen in eine Fliissigkeit gebracht wurden, kam es schlieBlich zu 
einer partiellen Auflésung der Gelatine, und so wurde aus einer um- 
gebenden Elektrolytlésung schlieBlich ein Sol der Gelatine, wobei 
die Konzentration der gelésten Gelatine bestindig zunahm. Unter- 
sucht man also zu Beginn des Experimentes den EinfluB einer Elektrolyt- 
lésung auf ein Gel, so hat man zum SchluB des Versuches mit einer 
Einwirkung des Sols auf das Gel desselben Stoffes zu tun. Also von 
Genauigkeit kann bei einem solchen Verfahren nicht die Rede sein. 
Um dieses Ubel zu beseitigen, mu8 die Elektrolytlésung bestindig 
erneuert werden, was dadurch erzielt wird, da8 man sie bestiindig 
abflieBen 14B8t. Um dieses zu erlangen, benutzte ich eine Methode, 
ahnlich wie sie von Prof. N. Krawkoff bei Untersuchung von isolierten 
Kapillaren benutzt wird — ich lieB einen Strom der Elektrolytlésung 
durch ein Gelatineréhrchen flieBen. Es ist klar, daB der Kanal des 
Rohrchens nicht zu eng sein darf, da beim langsamen Durchstrémen 
das Sol dennoch mit dem Gel in Beriihrung bleibt; wahlt man aber 
den Kanal breit genug, so flieBt die Flissigkeit schnell ab, und auf 
das Gel wirkt bestiindig eine Elektrolytlésung. Es lassen sich die 
Eigenschaften des Gels genau feststellen, indem man das Gewicht 
des Réhrchens, die Durchstrémungsgeschwindigkeit der Flissigkeit, 
ihre Bestandteile und die Zeit bis zur vollkommenen Auflésung bzw. 
bis zum vollkommenen VerschluB des Kanals infolge der Quellung 
des Gels bestimmt. Diese Umstiinde fiihrten uns zu folgender Methodik: 
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Es wird ein Glastrichter mit einem verlingerten AbfluBrohr genommen, 
dessen Ende mit einem Korken verschlossen ist, durch den eine gut 
geschliffene dicke Nadel gestochen wird. Da es darauf ankommt, 
daB die Nadel méglichst genau die Mitte des Roéhrchens einnimmt, 
tut man gut, den Korken mit der durchgezogenen Nadel auf den Boden 
eines Glases zu stellen und auf ihn vorsichtig das Réhrchen herauf- 
gudriicken, bis die gewiinschte Stellung erreicht wird; das Ende der 
Nadel muB8B in den Trichter hineinragen. Nun wird in die Trichter- 
éffnung heiBe fliissige Gelatinelésung erwiinschter Konzentration ge- 
gossen, bis das gesuchte Niveau am Rohrchen erreicht ist — ungefiahr 
4 bis 34 seiner Lange. Ins Glas gieBt man kaltes Wasser, nach etwa 
1 Minute ist die Gelatine schon erstarrt. und der Trichter kann aus 
dem Wasser genommen werden. Man la8t ihn mit der Trichteréffnung 
nach unten 15 Minuten stehen, darauf wird der Pfropfen mit der Nadel 
leicht gedreht, bis die Gelatine von der Nadel sich ablést; hierauf 
werden Korken und Nadel herausgezogen. Nun hat man ein Gelatine- 
rohrchen mit einem engen Lumen, das im Glasrohre eingeschlossen 
ist. Indem man die Nadel dicker oder diinner wahlt, erlangt man ein 
Réhrchen mit weiterem oder engerem Kanal, dementsprechend flieBt 
die Fliissigkeit, die in den Trichter gegossen wird und deren KinfluB 
auf die Gelatine man untersuchen will, schneller — im Strahl — oder 
langsamer — tropfenweise — aus der unteren Offnung heraus. Wie 
schon gesagt, werden sich fiir physikalisch-chemische Untersuchungen, 
wo Gelatinequellung und Lésung untersucht werden, Réhrchen mit 
breiterem Kanal, fiir physiologische Modelluntersuchungen dagegen 
diejenigen mit engerem Kanal mehr eignen. 

Nachstehende Tabelle mége die Erscheinungen illustrieren, die bei 
Durchspiilung eines beschriebenen Kapillarréhrchens mit einer 
schwachen (2proz.) Essigsiureliésung auftreten; da dieselbe starkere 
Quellungserscheinungen und verhiltnismaiBig schwachere Auflésung 
der Gelatine hervorruft, wird ein Réhrchen mit engerem Kanal gewahlt. 





Zeitabstande in Sekunden, in 
denen die Tropfen abgezahit 
worden sind 
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1) Das Réhrchen wird durchgeblasen und darauf wird der Versuch 
fortgesetzt. 
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Will man in dieser Tabelle die Zahl der Tropfen in bestimmt:n 
gleichen Zeitabstinden abzihlen, so ergibt sich die Zahl der Tropfen 
auf jede 10 Sekunden folgendermafen : 

Vor dem Durchblasen: 7, 3, 3, 2%, 214, 2%, 2%, 2. 

Nach dem Durchblasen: 3, 2, 14%, 14%, 14%, 1%, 1, 1, 1, 34, 34, 3,, 
34, 1%, %, M%, Yo, VY, Vg, ¥, 14, worauf das AusflieBen aufhérte. 

Das Durchblasen diente, um festzustellen, daB keine Fremd- 
kérper im Kanal vorhanden sind und daB die Verengung desselben 
bloB auf die Quellung allein zu beziehen ist. 

Diese Tabelle illustriert vollkommen die Arbeitsmethodik mit 
den Gelatinekapillaren. Man mu8 aber einen Umstand._ beachten. 
Da das Gelatineréhrchen in eine starke Glashiille eingeschlossen ist. 
hat es nicht die Méglichkeit, bei der Quellung sich zu erweitern, darum 
geht die Quellung bloB in einer Richtung — nach dem Lumen des 
Kanals. Bei Gelatinekapillaren, die nicht in Glasréhren eingeschlossen 
sind und keine iibermiBig dicken Winde haben, muB es infolge der 
Quellung des Gels nicht zu einer Verengerung, sondern zu einer Er- 
weiterung des Lumens kommen. In meinem Laboratorium wurden 
von M. Mandelstamm mittels dieser Methodik Untersuchungen aus- 
gefiihrt tiber den Einflu8 von verschiedenen Elektrolyten auf diese 
Réhrchen!), und es lieB sich auch feststellen, daB der erwihnte Um- 
stand tatsichlich bestitigt wird. Dieses beweist, wie sich nun die 
vorgeschlagene Methode modifizieren li8t. Die Modellmethode be- 
antwortet nicht nur die gestellten Fragen, sondern bringt neue mit 
sich, um sie gleich zu lésen. Sie selbst aber verlangt noch vieles, um 
vervollkommnet zu werden: 1. es miissen freie Kapillaren geschaffen 
werden auBer denen, die im Glasrohre eingeschlossen sind; 2. die 
Kapillaren miissen mit Membranen versehen werden; 3. auBer Gelatine 
miissen auch andere Kolloide benutzt werden. Es ist also noch viel 
Arbeit nétig, um das Modell denjenigen Kapillaren méglichst nahe zu 
bringen, die wir als ,,lebendige‘‘ bezeichnen. Alle diese Fragen sind 
von mir und meinen Mitarbeitern in Angriff genommen. Aber auch 
das wenige, das von uns bei gegenwiirtigen schweren Arbeitsbedingungen 
ausgefiihrt wurde, erdffnet ein weites Arbeitsfeld fiir diese Methodik, 
und viele interessante Fragen harren durch sie ihrer Liésung. Wir 
haben uns vorerst folgende Arbeitsziele gestellt: 

1. Adrenalin wirkt verengernd auf die Kapillaren, jedoch er- 
weitert es diese in den Lungen und im Gehirn und iibt fast keine Wirkung 
auf die Kapillaren des Herzens aus (manche Autoren nehmen an, dab 
es auch diese erweitert). — LaBt sich diese verschiedene Wirkung 


nicht dadurch erkliren, daB das Adrenalin auf jene Kapillaren, die 


1) Die Arbeit erscheint in nachster Zeit. 
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in festen Geweben (Haut, Muskeln, Serosa usw.) gelagert sind, wie 
auf Gelatinekapillaren im Glasrohre, und auf die Kapillaren, die in 
weichen Geweben (Lunge, Gehirn) gelegen sind, wie auf freie Gelatine- 
kapillaren wirkt ? 

2. Lassen sich nicht die Erscheinungen an den Kapillaren von 
isolierten bzw. sogar getrockneten Organen erklairen durch die Eigen- 
schaften ihrer kolloiden Bestandteile, die ihre Struktur noch nicht 
verloren haben, und nicht durch andere vitalistische Momente ? 

3. Stellen nicht die Einfliisse des Nervensystems auf die Kapillaren 
bloB indirekte Erscheinungen dar, die ausgelést werden, indem durch 
die Nervenendigungen ein elektrisches Feld geschaffen wird, welches 
die Eigenschaften der Kolloide der Kapillarenwande und der strémen- 
den Fliissigkeit des Blutes andern wiirde ? 

Damit sollen noch nicht alle Fragen erschépft werden, aber dieses 
sind unsere nachsten Ziele, an denen ich und meine Mitarbeiter arbeiten. 
Ich glaube, das Angefiihrte spricht geniigend fiir die vorgeschlagene 
Methodik. Es soll ja nicht damit gesagt sein, daB ich, indem ich den 
synthetischen Weg in der Biologie vorschlage, die Bedeutung der biolo- 
gischen Analyse schmalern wolle: im Gegenteil, beide Wege, die zu 
ein und demselben Ziele fiihren, miissen parallel verlaufen, bloB soll 
der Forscher in jedem Faille den entsprechenden Weg zu finden wissen. 
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Einige Untersuchungen an Gelatine-Kapillaren. 
Vorlaufige Mitteilung. 


Von 
Maximilian Mandelstamm. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium des Instituts zur Erforschung des 
Gehirns und der psychischen Tatigkeit in Petrograd.) 


(Eingegangen am 27. April 1923.) 


In einem kleinen Artikel, betitelt ,,Gelatinekapillaren, teilte 
kiirzlich Prof. N. A. Beloff eine neue Methode mit, die er fiir die Unter- 
suchungen der Quellungserscheinungen vorschligt. Wenn man namlich 
durch ein Gelatineréhrchen, das in einem Glasréhrchen eingeschlossen 
ist, verschiedene Flissigkeiten hindurchlaBt, so quellen die Wande 
des Rohrchens an, und die pro Zeiteinheit ausstrémende Fliissigkeits- 
menge wird geringer; je stirker die Quellung verlaiuft, desto weniger 
Flissigkeit strémt durch das Réhrchen hindurch. Der Quellungsgrad 
hangt von den Eigenschaften der durchstrémenden Flissigkeit ab. 

Prof. Beloff schlug mir, als einem seiner nachsten Mitarbeiter, vor, 
diese Methode zu priifen und einige Untersuchungen auszufiihren. Ich 
habe nun eine recht groBe Anzahl von Versuchen angestellt, wobei 
ich die aufeinanderfolgenden Wirkungen verschiedener Lésungen auf 
diese Réhrchen untersuchte. Wie man auch von Anfang an erwarten 
konnte, lieBen sich die Quellungs- und Entquellungserscheinungen sehr 
gut dabei verfolgen, und man konnte einen verschiedenen Effekt ge- 
winnen, je nachdem die Reihenfolge dieser Fliissigkeiten angeordnet 
wurde. Diese Untersuchungen kénnen noch lange nicht als abge- 
schlossen gelten, ich arbeite auch gegenwirtig weiter auf diesem Gebiet, 
aber dennoch méchte ich hier tiber einige Versuche berichten, die die 
Methode demonstrieren und gewissermaBen die vorgenommene Arbeit 
erlautern. 

Vorerst einige Worte iiber die Methodik. Die Réhrchen wurden 
genau nach der Originalvorschrift zubereitet und in frischem Zustande 
verwendet. Somit arbeitet man in diesen Versuchen nicht mit getrock- 
neten, sondern mit frischen Gallerten. Nun muB ich hier gleich auf 
einen Umstand hinweisen, der sehr oft den ganzen Versuch verderben 
kann: Beim Herausziehen der Nadel aus der erstarrten Gelatine bilden 
sich in der letzteren sehr oft Risse, und die Wande der Gelatineréhrchen 
werden uneben. Dadurch verliuft die Quellung des Réhrchens nicht 
gleichmaBig, und es kann vorkommen, da8 ein kleiner herabhangender 
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Gelatinefetzen beim Aufquellen einen partiellen Verschlu8 des Kanals 
herbeifihrt. Dieses trifft 6fter zu, wenn man mit minder kon- 
zentrierter Gelatine arbeitet, bei einer 20proz. Gelatinelésung laBt 
sich dieser Umstand bei einem gewissen Grade von Geschicklichkeit 
und Vorsicht vermeiden. Alle Lésungen miissen gut filtriert sein, 
damit sich im Kanal keine verschlieBenden Niederschlige bilden. 

Das Abzahlen der herausstromenden Fliissigkeit wurde in solchet 
Weise vorgenommen, daB dieselbe in Zeitriumen von 5 Minuten ge- 
sammelt und gemessen wurde. In den weiter unten angefiihrten 
Tabellen entsprechen die unter der Rubrik ,,Zeitriume angefiihrten 
romischen Zahlen diesen Zeitraumen, wobei I den ersten 5 Minuten 
entspricht, II den zweiten 5 Minuten (6 bis 10 Minuten), III den dritten 
5 Minuten (11 bis 15 Minuten) usw. 

Je starker die Quellung war, desto weniger Fliissigkeit konnte 
in dieser Zeit gesammelt werden und bei noch stiarkerer Quellung, 
die zum Verschlu8 des Kanals fihrte, flo8 iiberhaupt keine Fliissigkeit 
mehr hindurch. Ebenso offenbarte sich auch der EntquellungsprozeB, 
indem eine Abnahme der Quellung durch das GréBerwerden der aus- 
stromenden Fliissigkeitsquantitat verzeichnet wurde. Weiter unten 
angefiihrte Versuche veranschaulichen dieses. 

Es erwies sich vorerst, daB das Gelatinerdhrchen sein Lumen 
verringert unter dem EinfluB aller Lésungen, die ein Quellen der 
Gelatine hervorrufen. Am stirksten (bzw. am schnellsten) geschah 
es unter dem EinfluB von Laygen- und Saurelésungen; schwicher 
(langsamer) wirkten die Salzlésungen. Bei letzteren schien die Kon- 
zentration eine Rolle zu spielen: So schienen konzentriertere (14- bis 
16proz.) NaCl-Lésungen eine mindere Quellung hervorzurufen als die 
schwicheren (3proz.). Dieser Umstand soll im weiteren genauer ge- 
prift werden. Eine gesittigte NaCl-Lésung erzeugte ein Auflésen 
des Réhrehens ohne vorherige Lumenverringerung. 

Ich will nun einige Versuche anfiihren, die die Methode erliutern 
und einige gewonnene Resultate andeuten sollen. Die Versuchs- 
anordnung war dabei folgende: in den Trichter wurde bis zu einer ge- 
wissen Marke die Fliissigkeit gegossen, deren Wirkung untersucht 
werden sollte. Die abflieBende Menge wurde von Zeit zu Zeit durch 
vorsichtiges ZugieBen frischer Portionen ersetzt, um gréBere Schwan- 
kungen zu vermeiden, die dabei durch den verschiedenen Druck der 
Fliissigkeitssiule bedingt werden kénnten; somit floB die Flissigkeit 
unter einigermafBen gleichem Druck nach unten ab. Sollte nun weiter 
der Einflu8 einer anderen Fliissigkeit untersucht werden, so wurde 
die erste schnell abgegossen und durch die zweite ersetzt. Da der 
Trichter von verhaltnismaBig groBer Kapazitat ist (etwa 20 bis 25 ccm), 
so spielen die an der Wand iibrigbleibenden Spuren der ersten Fliissig- 
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keit keine grobe Rolle — jedoch mu8B man beim Beurteilen (jc; 
Resultate diesen Umstand im Auge haben. 

In den Tabellen, die angefiihrt werden, sind die verschiedeiey 
Flissigkeiten in vertikalen Reihen angeordnet in der Reihenfolge, wic 
sie im Versuch durchgelassen wurden: in Tabelle I wurden z. B. hinter. 
einander Aqua fontana (im Laufe von 45 Minuten), 3 proz. NaCl-Lésung 
(15 Minuten) und 16proz. NaCl-Lésung (25 Minuten) hindurchgelassen, 
Die Zeitraume werden fir alle Flissigkeiten an einer gesamten Spalte 
abgelesen, jedoch wiirde die Ziffer I fiir die zweite Reihe eigentlic) 
einer X entsprechen, da die Durchstr6mung von 3proz. NaCl-Lésung 
nach 45 Minuten erst begonnen hat, ebenso wiirde die II einer X| 
gleich sein, d. h. 51 bis 55 Minuten im Experiment entsprechen, usw. : 
fiir die dritte Reihe wiirde I bis XIII und 61 bis 65 Minuten ent. 
sprechen usf. 





Tabelle I. 
Wechselwirkungen von Wasser und Salzlésungen verschiedener 
Konzentrationen. 
Fliissigkeitsmengen 
Zeitraume Besar prec oe e is y Sh pte 6B LESH iat . 
Ag. fontana 3 proz.NaCl 16 proz. NaCl 
I 56 cem 24 ccm 23 com 
II 45, »- ai % 
Ill 39 ae = = 
VI wa, — Ste, 
V 33 Cy - 58 , 
VI 28 , _ — 
Vil 7: ae a — 
Vill BHR — — 
IX oe oa | — — 


In diesem Versuch findet eine gleichmaBige Quellung des Réhrchens 
unter dem Einflu8 von Wasser statt, dieselbe wird bei einem bestimmten 
Grade langsamer; durch das folgende Durchstrémen einer 3proz. 
NaCl-Lésung wird die Quellung etwas beschleunigt, die darauf folgende 
16proz. NaCl-Lésung ruft einen Riickgang der Quellung hervor und 
erweitert den Kanal bis tiber die urspriingliche Weite. 


Tabelle II. 
Wechselwirkungen von Salzlésungen verschiedener Konzentration. 








Fliissigkeitsmengen 
Zeitraume 
3proz. NaCl | 14proz. NaCl 

I 58cem | 38cem 
II 48 , ae ae 
Ul iat) eh 
IV a) ee 
V — i oe % 
VI eee ae Yaees 
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Quellung des Réhrchens unter dem Einflu&B von 3proz. NaCl- 
Lisung bis zu einem bestimmten Grade, wo der Vorgang langsamer 
wird und fast aufhért; ein folgendes Hindurchlassen von 14proz. NaCl- 
Losung fiihrt zur Erweiterung des Kanals bis zu urspriinglicher Weite, 
verringert ihn aber darauf wieder. 
Tabelle III. 


Wechselwirkungen von Salzlésungen verschiedener Konzentration. 





Fliissigkeitsmengen 
Zeitraume 
3proz. NasSO, 3proz. NaCl 3proz. NaySO, 14proz. NaCl 
I 100 ecm 86 cem 73 cem 76 ccm 
II oe. a vy a 90 , 
Itt 88 sy eee Ths. 102 
IV 86 io —— _ 


Das Roéhrchen ist kiirzer als diejenigen, die in den anderen Versuchen ver- 
wandt wurden, dadurch ist die Menge der ausstrémenden Fliissigkeit gréBer. 

Langsames Quellen unter dem EinfluB von 3 proz. NaS O,-Lésung; 
unter dem EinfluB von 3proz. NaCl wird dasselbe etwas beschleunigt, 
aber folgende 3proz. Na,SO,-Lésung fiihrt wieder zu einer Verlang- 
samerung. Unter dem EinfluB von 14 proz. NaCl wird die Quellung wieder 
geringer, und der Kanal erweitert sich bis zur urspriinglichen Weite. 





Tabelle IV. Wechselwirkungen von Siaure- und Salzlésungen. 
Flissigkeitsmengen 
Zeitraume 
3proz. NaCl * 3proz. HCI 3proz. NaCl 
I 50 ecem 24 ccm 13 eem 
II 42 , 14% Wiss 
Ill ae a : 
IV om — 1 es 
Vv 35, -- o> 


Quellung unter dem EinfluB8 von 3proz. NaCl-Lésung, die bei 
einem bestimmten Grade fast aufhért; folgende Einwirkung von 3proz. 
Salzsiurelésung ruft ein starkes Anquellen und starke Lumenverrin- 
gerung hervor, dieselben werden zum Teil durch folgende 3proz. NaCl- 
Lésung wieder aufgehoben. 





Tabelle V. Wechselwirkungen von Siaure- und Salzlosungen. 


Flissigkeitsmengen 


Zeitraume 
3 proz. Na,SO, 3proz. HCI 3 proz. NaCl 

I 54 ccm 25 cem 10 cem 
II 48 , 5 ake oe 
ll 44 , eat ee 
IV a Bry 24 , 

V ~ _ > Ame 
VI -— - ~S 
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Langsames Quellen unter dem EinfluB von 3proz. Na,SO,-Lésuiy 
Durch die folgende Salzsiiure wird das Anquellen sehr beschleunict: 
3proz. NaCl-Lésung, die darauf durchgelassen wird, bewirkt vorerst 
einen Riickgang desselben, spiter aber findet wieder ein Anquellen 
statt — dieses Mal unter dem EinfluB der Salzlésung. 


Tabelle VI. 
Wechselwirkungen von Laugen- und Siaurelésungen. 





H Flissigkeitsmengen 
Zeitraume — 


2proz. NaOH 3proz. HCl 3proz. NaCl §2proz. NaOH 
I 30 cem 9ccm 7cem 5 ccm 
II Ms : ie ye LBs 
III — — - oe ee 


2proz. NaOH-Lésung ruft eine starke Quellung hervor, die auch 
durch die folgende Salzsiiure fortgesetzt wird; 3proz. NaCl-Lésung. 
die nach der Salzsiure durchgelassen wird, wirkt der Quellung ent- 
gegen und fiihrt zu einer Erweiterung des Kanals; Natronlauge nach 
der Salzlésung durchgelassen, fiihrt durch starkes Anquellen des 
Rohrchens zum VerschluB des Kanals. 

In dieser Art wurden auch die anderen Untersuchungen ausgefiihrt ; 
wie ich schon sagte, sind sie noch nicht abgeschlossen, da noch eine 
Reihe von Fragen zu klaren ist. Aber einige SchluBfolgerungen lassen 
sich aus diesen Untersuchungen schon andeuten. So scheint z. B. bei 
der angefiihrten Versuchsordnung auch der osmotische Druck der 
Flissigkeit in manchen Fillen eine Rolle zu spielen. Dieses auBert 
sich bei nachfolgender Wirkung zweier Salzlésungen, von denen dic 
zweite von gréBerer Konzentration ist. Da es sich hierbei nicht um 
eine Solvation der Gelatinewand allein handelt, beweist der Umstand, 
da das Réhrchen auch unter dem EinfluB dieser konzentrierten 
Lésungen allein zu quellen beginnt, wie ich es mehrmals feststellen 
konnte. Da die Réhrchen frische Gallerten darstellen, so ziehen sic 
beim Quellen vielleicht mehr Salz an. 

Wie es aber scheint, handelt es sich hier nicht um rein osmotische 

jirkungen. Ich habe nimlich auch einige Versuche angestellt, bei denen 
die Gelatinemasse auf einer 3proz. NaCl-Lésung zubereitet wurde, 
jedoch reagierte ein derartiges Réhrchen auf die verschiedenen Lésungen 
ebenso wie die sonst auf Wasser zubereiteten. In keinem Falle, auch 
beim Durchlassen einer 16proz. NaCl-Lésung, konnte eine primiire 
Lumenerweiterung festgestellt werden, was ja zu erwarten wire, wenn 
das Wasser des Gelatineréhrchens den osmotischen Verhiltnissen 


1) Kein Ausstrémen der Fliissigkeit. 
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folgen wirde, jedoch stellte sich immer eine Erweiterung des Kanals 
ein, wenn eine konzentriertere Lésung einer 3proz. NaCl-Lésung folgte. 

Der entquellende Einflu8B8 einer Salzlésung der Saiure gegeniiber 
laBt sich, wie aus den angefiihrten Tabellen zu ersehen ist, mit dieser 
Methode sehr gut feststellen. Da ich aber mit starken Konzentrationen 
gearbeitet habe, so laBt sich vorerst nicht sagen, in welchen Grenzen 
dieser Vorgang umkehrbar ist: dieses soll mit Hilfe von schwicheren 
Verdiinnungen, die genauer gegeneinander abgestimmt sind, fest- 
gestellt werden. 

Was die Wechselwirkungen von Siuren und Laugen anbetrifft, 
so kommt es, wenn man mit starkeren Konzentrationen arbeitet (2- bis 
3proz.), nicht zu einer Gegenwirkung, sondern die Quellung wird 
weiter fortgesetzt; es ist dabei einerlei, ob zuerst eine Saiure und nachher 
eine Lauge (NaOH) durchgeleitet wird oder umgekehrt. Auch hier 
sind weitere Versuche mit schwicheren Konzentrationen nétig, die 
feiner abgestimmt sind. 

Ich méchte noch bemerken, daB in einigen Versuchen die Gelatine- 
masse in 2proz. Salzsiure bzw. %4proz. NaOH-Lésung gelést wurde 
und entsprechende Roéhrchen bereitet wurden. Es reagierten auch 
diese ahnlich wie die auf Wasser bereiteten: Bei der ersten Durch- 
leitung von Salzlésung konnte keine primaire Entquellung bzw. Lumen- 
erweiterung festgestellt werden — jedoch traten entsprechende Er- 
scheinungen auf bei weiteren, einander folgenden Durchleitungen 
beschriebener Fliissigkeiten. Es ist eine Erscheinung, die ahnlich ist 
dem Ausbleiben einer primiren Entquellung bei den in Salzlésung 
bereiteten Réhrchen, von denen soeben die Rede war. 

Wie dieser Umstand zu deuten wire, kann ich vorerst auf Grund 
vorliegender Tatsachen noch nicht sagen — es sind weitere Unter- 
suchungen nétig. Vorerst kénnte man vielleicht unterscheiden zwischen 
einem ,,Konstruktionswasser“, mit dem die Gelatinemasse bereitet 
wurde, und einem ,, Quellungswasser‘‘, das bei folgenden Vorgiingen 
aufgenommen wurde. Man kénnte dann sagen, daf ersteres besonders 
festgehalten werde und nur bei gleichzeitiger Destruktion der Gelatine- 
masse freigegeben werde, wie es z. B. unter dem EinfluB von gesittigter 
NaCl-Lésung geschieht, wo das Réhrchen im Laufe von 15 bis 20 Minuten 
vollstiindig von innen heraus aufgelést wird. 

Das wiiren ungefihr die Tatsachen, auf die ich im Laufe meiner 
Versuche gestoBen bin; letztere, wie schon gesagt, sind noch lange 
nicht abgeschlossen. Spricht man nun aber von der Methode, so scheint 
mir, daB sich dieselbe vollkommen bewihrt. Allerdings wird man immer, 
auBer an die Erscheinungen der Quellung, auch an die Erscheinungen 
infolge osmotischer Druckdifferenzen und an die Erscheinungen der 
Oberflichenspannung denken miissen, wenn man die endgiiltigen 
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Resultate beurteilen will. Was speziell die Oberflichenspannung an. 
belangt, so tritt sie besonders beim Hindurchlassen von Laugen hervor, 
wobei die Reibungserscheinungen der Grenzflichen am ausgeprigtesten 
sind. Hier kann es so weit kommen, da die Fliissigkeit nicht mehr 
ausstrémt, obwohl der Kanal noch nicht ganz verschlossen ist. Solche 
Faille lassen sich leicht beim Durchblasen des Réhrchens feststellen. 

Damit kénnte eigentlich diese Mitteilung geschlossen werden, aber 
ich méchte vorher noch einige Worte iiber eine Erscheinung berichten, 
auf die ich bei den yorgenommenen Untersuchungen gestoBen bin. 
Es handelt sich nimlich um die Rolle, die der Glasumhiillung bei der 
Quellung der Gelatineréhrchen zukommt. Ich habe einige Versuche 
mit sehr kleinen Réhrchen angestellt, die ich aus Gelatinekapseln 
anfertigte — sie quollen in allen bezeichneten Fliissigkeiten an, indem 


ihr Lumen einigemal gréBer wurde. SchloB ich aber dieselben Réhrchen, 


in einen sie fest umschlieBenden Glas- oder Metallzylinder, so trat 
bei ihrer Quellung eine Verengerung des Lumens ein, indem sich ihre 
aufquellenden Winde in Falten legten. Daraus kénnte man annehmen, 
da freie (ohne Umhiillung) Réhrchen bei der Quellung sich erweitern, 
wahrend eingeschlossene ihr Lumen verengern, und es ist interessant, 
wie ein und derselbe QuellungsprozeB, je nach den riumlichen Be- 
dingungen, zu verschiedenen Bildern fiihren kann. 

Die schweren Bedingungen, unter denen ich zu arbeiten hatte, 
gestatteten mir nicht, die Untersuchungen mit exakteren Methoden 
auszufiihren, und ich will auch gleich bemerken, daB ich auf Grund 
der angefiihrten Versuche noch keine endgiiltigen Schliisse zu ziehen 
beabsichtige. 
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Uber die Meiostagminreaktion. 
Von 
Helmut Maiwegt} und Fritz Eichholtz. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Rostock.) 


(Eingegangen am 25. Juni 1923.) 


Die Frage, ob es méglich ist, Immunreaktionen mit physikalischen 
Methoden zu erfassen, taucht immer wieder auf. Denn obgleich diese 
Immunreaktionen chemisch angesehen wie ein vielfach verschlungenes 
Knauel von Teilprozessen sich darbieten, und obgleich sich mit einer 
physikalischen Methode nur ein isoliertes und vielleicht belangloses 


Bruchstiick erfassen la8t, fordert die Prignanz der physikalischen 
MeBverfahren doch immer wieder zu neuen Versuchen heraus. 

Ascoli und Izar!) haben Arbeiten veréffentlicht, durch die nach- 
gewiesen werden sollte, daB bei diesen Reaktionen Veranderungen der 
Oberflachenspannung auftreten und glauben so zu einer Diagnose von 
Infektionskrankheiten und bésartigen Geschwiilsten zu gelangen. Was 
die Meiostagminreaktion bei Carcinom anbetrifft, so ist es besonders 
das Verdienst von Izar?), nachgewiesen zu haben, daf in dieser Reaktion 
die Tatsache zum Ausdruck kommt, dafS Tumorseren mit gewissen 
Lipoiden und Fettsiiuren in besonderer Weise reagieren. IJzar hat 
gezeigt, da Emulsionen von Linol- und Ricinolsiure die Stelle der 
Antigene vertreten kénnen. 

Auf dem Gebiete der Infektionskrankheiten dagegen hat sich 
die Methode keinen Eingang zu verschaffen gewuBt, vielleicht aus 
dem Grunde, weil die Stalagmometermethode in der Hand anderer 
Untersucher keine iiberzeugenden Resultate lieferte [so waren neuer- 
dings Versuche von Gouwens*) vollig negativ], vielleicht auch, weil 
sie von einer Reihe von scheinbar unbedeutenden Nebenumstanden 


1) Ascoli und Izar G., Miinch. med. Wochenschr. 1910, Heft 2, S. 62. 
2) G. Izar, Klin. Wochenschr. 1923, Nr. 14, S. 641. 
3) W. E. Gouwens, Journ. of Infect. Disease 32, No. 3, 8. 237, 1922. 
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556 H. Maiwegt u. F. Eichholtz: 


abhingig und daher sehr empfindlich ist. Immerhin ist eine prinzipie! 
Ablehung der Ergebnisse nicht erfolgt. 

Nun schien die Frage der Meiostagminreaktion sehr nahe beriihrt 
zu werden, als der eine von uns nachwies!), daB zwischen Eiweil;- 
kérpern und Lipoiden ein physikalischer Antagonismus besteht, der 
sich in einer Veranderung der Oberflichenzahigkeit der kolloiden 
Losung auBert. Wie damals ausgefiihrt wurde, ist die Oberflichen. 
spannung eine komplexe GréBe, die gleichzeitig ein sehr einseitiges 
Bild der Oberflacheneigenschaften einer kolloiden Lésung gibt. Lésungen 
von gleicher Oberflichenspannung kénnen gréBere oder geringere 
Oberflachenzahigkeit besitzen, Veranderungen der Oberflachenspannung 
gehen einher mit Veranderungen der Oberflichenzahigkeit nach der 
einen oder anderen Richtung, und gerade die Oberflacheneigenschaften 
einer verdiinnten Eiwei$-Lipoidlésung, mit der Ascoli und Jzar arbeiten, 
sind durch Messung der Oberflichenzihigkeit mittels der Kompa}b- 
methode viel scharfer zu verfolgen als durch Messung der Oberfliachen- 
spannung mittels Stalagmometers oder Kapillare. 


Das Prinzip dieser KompaBmethode besteht darin, daB eine in 
der Oberflaiche der Fliissigkeit schwingende KompaBnadel in der Ost- 
westlinie fixiert wird, und daB man dann die Zeit feststellt, die sie 
gebraucht, um in den Nordmeridian einzuschwingen. Ein Vergleich 
mit der Stalagmometermethode ergibt die auBerordentliche Empfind- 
lichkeit dieses MeBverfahrens. 


Die stalagmometrische Differenz von Serumliésungen 1 : 4000 und 
1 : 16000 liegt innerhalb der Fehlerbreite der Methode. Demgegeniiber 
seien fiir die KompaBmethode folgende Zahlen angefiihrt: 




















: | Schwingungszeit der Kompafnadel 
Zeit nach |) in Intervallen von 1p zu 1|) Minute 
Pe Pe Te ere ine ae eae : . 
Losung | Serumldsung 1: 50000 | Serumlésung | : 100000 
| 

y | ee ee 

5 | 19 18°13 ex Ge: 

10 i oo 8 8 8 

15 i — 8 8 9 

30 a 9 10 13 


Die Kompafimethode liefert also bei erstaunlich hohen Ver- 
diinnungen, wo Stalagmometer und Kapillare véllig versagen, noch 
scharf definierte Zahlen. 

Wir haben uns daher gemeinsam der Frage zugewandt, ob es 
gelingt, die von Ascoli und Izar geforderten Oberflichenveranderungen 
m't Hilfe der KompaSimethode zu erfassen. Diese Frage lag um so 


1) F. Eichholtz, diese Zeitschr. 128, 310, 1922. 
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Meiostagminreaktion. 557 


niher, als die beiden Autoren oft erst bei gréBten Verdiinnungen zu 
positiven Ergebnissen kamen und andererseits, weil aus den letzten 
Untersuchungen von Jzar mit voller Scharfe hervorgeht, daB es sich 
bei dem Vorgang der Meiostagminreaktion um Adsorptionswirkungen 
im EiweiBlipoidsystem handelt, die sich nach unseren Untersuchungen 
mit Hilfe der KompaBmethode besonders scharf erfassen lassen. 

Die Meiostagminreaktion in ihrer urspriinglichen Fassung beruht 
bekanntlich darauf, daB Antigene dem stark verdiinnten Serum zu- 
cesetzt werden. Das Antigen tritt mit den SerumeiweiSkérpern in 
Wechselwirkung, und je nachdem ein Normal- oder Immunserum 
vorliegt, ergibt sich eine gréBere oder geringere Verminderung der 
Oberflichenspannung. Die Immunreaktion wird so hinausprojiziert 
in die nackte Tropfenzahl des Stalagmometers. 

Ascoli und Izar machten ihre ersten Beobachtungen am Serum 
von Typhuskranken. Wir nahmen diese Untersuchungen mit der 
neuen Methode auf und hielten uns bei der Vorbereitung der Lésungen 
streng an die Vorschriften der beiden Autoren. 

2 bis 3cem Typhusserum mit starkem Agglutinationstiter wurden 
zehnfach verdiinnt. Zu 9ccm der Lésung wurde | ccm eines | prom. 
Typhusbazillenextraktes nach Neisser und Shija') zugesetzt. Die 
gleichen Mischungen wurden mit Normalserum hergestellt und je eine 
Probe der derart behandelten Serumlésung 2 Stunden lang bei 50° 
gehalten. Zwei weitere Proben wurden nicht bebriitet. 

Die vier Lésungen wurdén sodann mit Leitungswasser 600fach 
verdinnt, | Minute stark geschiittelt und nach 5 Minuten in den 
KompaBteller eingefiillt. Hierbei ergaben sich folgende Werte: 





Zeit nach 


Schwingungszeit im Normalserum Schw.ngungszeit im Typhusserum 
Ansetzen po Gy | Meereencr incre ar SOR e ene aaah theta 
Lésung nicht bebriitet bebriitet nicht bebriitet bebriitet 





30” » ans 5 had 7 igs . =r 

60 7 8 8 7 
120 8 12 10 8 12 14 
180 10 1 17 (15 12 11 17 20 
240 15 1 — 20 19 — 


Es ergibt sich also, daB durch die Bebriitung in beiden Fallen eine 
geringe Verinderung der Oberflaichenzihigkeit eintritt, da& aber eine 
besondere Beeinflussung von Typhusserum gegeniiber dem Normal- 
serum nicht festzustellen ist. 

Das gleiche véllig negative Resultat ergab sich in einer Reihe 
anderer Versuche. 


1) M. Neisser und K. Shija, Deutsche med. Wochenschr. 1903, 8S. 61. 
36 * 
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Ebenso erhielten wir ein negatives Ergebnis, als wir darauf aus. 
gingen, im System Luesserum—Rinderherzextrakt nach Bebriituny 
eine spezifische Beeinflussung der Oberflichenzaihigkeit zu erhalte). 
Wir verzichten darauf, entsprechende Zahlen wiederzugeben. 

Die spezifische Beeinflussung der Oberflachenspannung, die von 
Ascoli und Izar bei Typhus und Lues gefunden wurde, findet als« 
keinen Halt in der Messung der Oberflichenzihigkeit. Das sollt« 
stutzig machen; denn gerade bei den EiweiSlésungen gehen Ober- 
flachenspannung und Oberflachenzahigkeit sehr weit parallel, und es 
ist schwer einzusehen, daB derartige Unterschiede, wie sie Ascoli und 
Izar bei der Meiostagminreaktion der beiden Infektionskrankheiten 
angeben, die Oberflichenzihigkeit unbeeinfluBt lassen sollten. Es 
kommt eine weitere Uberlegung hinzu. Ganz unzweifelhaft beruhen 
die Immunreaktionen zum Teil auf spezifischen oder unspezifischen 
Adsorptionswirkungen zwischen EiweiSkérpern und Lipoiden. Und 
wieder muB darauf hingewiesen werden, daB derartige Adsorptions- 
wirkungen sich mit. Hilfe der Kompa8methode in auBerordentlich 
priagnanter Weise erfassen lassen, und zwar auch dann, wenn das 
Stalagmometer vdllig versagt. 

Wir kommen somit zum SchluB, daB die spezifischen Adsorptions- 
erscheinungen zwischen Eiwei®kérpern und Lipoiden im System 
Typhusserum— Antigen zu gering sind, als daB sie sich mit Hilfe der 
Kompaf8methode nachweisen lieBen. Um so aussichtsloser wird daher 
das Bestreben sein, diese Verhiltnisse mit dem Stalagmometer zu 
erfassen. 


Kann man iiberhaupt durch Messung der Oberflichenzihigkeit 
spezifische Adsorptionswirkungen zwischen Lipoiden und EiweiBb- 
kérpern exakter nachweisen als mit anderen Methoden ? 

Um diese Frage zu klaren, arbeiteten wir mit Luesserum, das 
gema der dritten Modifikation der Meinickereaktion!) vorbehandelt 
war, und zwar wurden nur solche Blutproben untersucht, die starke 
Wassermann- und Meinickereaktion ergaben. Herr Dr. Felke hatte 
die Giite, die Blutproben nach den Vorschriften von Meinicke vor- 
zubehandeln. Die Proben wurden mit Wasser verdiinnt, so daB sich 
eine Serumlésung 1 : 6000 ergab, und sodann mit der KompafSimethode 
ausgewertet. Ein anderer Teil der gleichen Blutproben, der indessen 
nicht der Brutschranktemperatur ausgesetzt worden war, wurde in 
gleicher Weise verdiinnt und ausgewertet. Zum Vergleich wurde ent- 
sprechend vorbehandeltes Normalserum herangezogen. Es ergab sich 
kein Unterschied. 


1) EB. Meinicke, Miinch. med. Wochenschr. 1919, Nr. 33, S. 931. 
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Meiostagminreaktion. 


Die KompaBmethode ist also weniger empfindlich als die Meinicke- 
reaktion. 

Wir sprechen zum Schlu8 Herrn Prof. v. Wasielewski sowie Herrn 
Dr. Felke fiir ihre Unterstiitzung unseren besten Dank aus. 


Zusammenfassung. 
Die Kompafmethode erfaft die Oberflichenverinderungen einer 
Serumlésung weitaus schiirfer als das Stalagmometer. 
Sie gibt keine Stiitze fiir die Meiostagminreaktion bei Typhus und 


Lues. 
Die Methode ist unempfindlicher als die Meinickereaktion. 























Uber Wirmeproduktion, Kohlensiureabgabe 
und Milchsiurebildung bei der Anoxybiose des Frosches. 


Von 
E. J. Lesser. 
(Aus dem Laboratorium der stiidtisechen Krankenanstalten in Mannheim.) 
(Eingegangen am 27. Juni 1923.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Ich habe im Jahre 1908 Versuche!) veréffentlicht, in denen die 
oxybiotische Wirme- und Kohlensiureausgabe von Fréschen mit der 
anoxybiotischen bei 0° verglichen wurde. Diese Versuche sind von 
Tigerstedt?) und von A. V. Hill*) besprochen worden. T'igerstedt hat 
mit Recht hervorgehoben, daB die oxybiotische Warmeproduktion 
im Verhiltnis zur gleichzeitig abgegebenen Kohlensiure erheblich zu 
hoch gefunden wurde. Fiir die damals gezogenen SchluBfolgerungen 
war dies zwar nicht von prinzipieller Bedeutung, dennoch schien es 
mir wiinschenswert*), die Versuche unter Vermeidung solcher Fehler 
zu wiederholen. Entstanden ist der Fehler héchstwahrscheinlich da- 
durch, daB bei diesen Versuchen nicht ventiliert wurde. Die Koblen- 
siure haufte sich im Versuchsraum an, so daB in diesem am Schlu 
des Versuches bis zu 3 Proz. Kohlensiure enthalten waren. Bei diesem 
Kohlensaiuredruck scheint bei 0° die oxybiotische Kohlensiureabgabe 
kleiner zu sein als die Kohlensaiureproduktion. Daher kommt es héchst- 
wahrscheinlich, daB in dem Versuche, in welchem der Kohlensiure- 
gehalt des Versuchsraumes am SchluB nur 0,9 Proz. betrug, die Kalorien- 
produktion im Verhiltnis zur Kohlensiureausgabe nur um eine ver- 
haltnismaBig kleine Gré&e zu hoch gefunden wurde, wie dies die folgende 
Tabelle zeigt. 





COQ, in Proz.im | | Héchstmdglicher 
Versuchsraum am | gscal pro 1mg CO,./ Wert Kalorien 
SchluB der Versuche | pro mg CO, 
3,6 5,0 
2.6 4,9 
24 45 3,4 
0,9 3,6 


1) E. J. Lesser, Zeitschr. f. Biol. 51, 287. 

*) Tigerstedt, Wintersteins Handbuch d. vgl. Physiol. 8, 2. Halfte, S. 4. 

3) A. V. Hill, Ergebn. d. Physiol. 15, 367. 

*) E. J. Lesser, Das Leben ohne Sauerstoff. Vortrag in der Berl. physiol. 
Gesellschaft am 2. Februar 1912. Med. Klinik 1912, 8. 445. 
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Die Kritik A. V. Hills geht nach zwei Richtungen. Hill nimmt 
an, daB der anoxybiotische ProzeB beim Frosch nur in Milchsiiure- 
bildung besteht, und daB die anoxybiotisch beim Frosch erscheinende 
Kohlensiure durch Milchsiure aus Bicarbonat freigemacht wird. Diese 
Annahme Hills hat sich mir bei den im folgenden mitzuteilenden Ver- 
suchen als durchaus méglich erwiesen. Hiatte ich dies zu der Zeit, 
als ich diese Versuche zuerst anstellte, bereits als wahrscheinlich an- 
genommen, so wire es unnétig gewesen, sie zu machen. Damals war 
aber die allgemeine Meinung eine andere. Man stiitzte sich auf die 
Autoritat Pfliigers!), der angenommen hatte, daB die Kohlensiure, 
welche in Luft und in Stickstoff vom. Frosche abgegeben werde, ein 
und demselben chemischen Prozesse entstamme. Ich wies nach, dal 
dies nicht der Fall sein kénne, weil, bei unter anoxybiotischen Be- 
dingungen abgegebener Kohlensiure, pro Milligramm Kohlensiéure nur 
35 Proz. der oxybiotisch erhaltbaren Warmemenge gefunden werde. 
Aber auch diesen Nachweis sieht Hill nicht als gelungen an. Wie mir 
scheint zu Unrecht. Hill nimmt an, daB bei Anoxybiose zu Beginn 
der Wirmemessung in meinen Versuchen noch so viel Sauerstoff in 
den Fréschen enthalten gewesen sei, da diese noch 24% Stunden lang 
Warme auf Kosten oxydativer Prozesse hitten abgeben kénnen, denn 
in 1g mit Luft gesittigten Muskels seien bei 0° 0,01 ccm Sauerstoff 
enthalten. Meine Versuche hatten ,,gewohnlich 3 bis 6 Stunden 
gedauert, also sei die Warmebildung zum groBen Teil auf noch im 
Tiere vorhandenen Sauerstoff zu beziehen. Hitte Hill meine Arbeit 
nur ein wenig genauer angesehen, so wiirde er bemerkt haben, dab 
diese seine kritischen Bemerkungen falsch sein miissen. Ich habe 
fiinf Versuche mitgeteilt, drei davon dauerten je 3, 534 und 6 Stunden, 
zwei andere aber 141, und 15 Stunden. Im Mittel der drei kurzdauernden 
Versuche werden pro Milligramm Kohlensiure 1,5 g-cal abgegeben, 
im Mittel der zwei langdauernden 1,7 g-cal pro Milligramm Kohlen- 
siure. Ein wesentlicher Unterschied in bezug auf die Warmeténung 
des zur Kohlensiureabgabe fiihrenden Prozesses lat sich in kurz- 
und langdauernden Versuchen nicht feststellen. Im ersteren Falle 
miiBte sich aber, wenn Hills Annahmen richtig waren, eine erheblich 
gréBere Warmeténung pro Milligramm Kohlensiure ergeben. Hill 
setzt ohne weiteres die Verhiiltnisse im herausgeschnittenen Muskel 
mit denen im ganzen lebenden Tiere gleich. Das ist irrtiimlich. Zu 
Beginn des anoxybiotischen Versuches, aber vor Beginn von Kohlen- 
siurebestimmung und Warmemessung, wurde 3/4, Stunden lang. Stick- 
stoff durch den Versuchsraum geleitet. In dieser Zeit atmen die Tiere 
sehr heftig und in ihren Lungen findet ein Ausgleich zwischen der 


') Pfliigers Arch. 10, 313. 
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Sauerstoffspannung ihres Blutes und der der Alveolarluft statt. Divs 
sauerstoffarme Blut strémt dann durch den Korper des Tieres.  In- 
folgedessen ist zu Beginn der Wairmemessung, nachdem 34 Stunden 
lang ein starker Strom reinen Stickstoffs (etwa 200 ccm pro Minute) 
durch den Versuchsraum geleitet war, in dem zu Anfang der Durch- 
leitung etwa 30ccm Sauerstoff vorhanden waren, der Kérper des 
Tieres nicht mehr einem mit Luft gesittigten Muskel zu vergleichen. 
Wahrscheinlich sind, da ja das Tier auch in diesen 34 Stunden Sauer- 
stoff verbraucht, soweit solcher vorhanden, Sauerstoffmengen, welche 
fiir die gleichzeitig beobachtete Warmeproduktion verantwortlich zu 

machen wiren, nicht mehr 

vorhanden gewesen. Es gibt 

indessen ein einfaches Mittel, 
renee um die Irrtimlichkeit der Hill- 
schen Kritik nachzuweisen. 
Man wiederholt den Versuch 
bei Zimmertemperatur. Bei 
Zimmertemperatur produziert 
ein Frosch von 100g nach 
“ Hill 50 Cal pro Stunde. Der 
nach Hill in 100g Frosch. 
muskel enthaltene Sauerstoff 
miiBte also in wenigen Minuten 
verbraucht sein. Ergeben sich 
unter diesen Bedingungen die 
A gleichen Verhiltnisse wie bei 
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VMZTTE@TV@Mct!t- 0°, so ist die Unrichtigkeit der 


Abb. 1. A Wassermantel des Thermostaten. B Lufte Kritik Hills auch durch das 
raum des Thermostaten. CHolzdeckel. D,, Dy. Gases 
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waschflaschchen zur Wasserdampfsattigung der durch- 
geleiteten Gase. E Devargefa®. F Tierrezipient. 
@ Beckmannth ter. H Filzgefiitterter iiber- 
greifender Holzdeckel. J HolzfuB. Fortgelassen sind 
in der Zeichnung das zweite Devargefaf und der iiber 
die Thermostaten von oben her gestiilpte Holzkasten. 





Experiment erwiesen. 


Aus diesen Griinden habe 
ich die friiher im Eiskalori- 
meter bei 0° angestellten Ver- 
suche bei Zimmertemperatur 
wiederholt. Als Kalorimeter 


diente mir eine Vorrichtung, welche dem Hillschen Differentialkalorimeter ') 
nachgebildet war. Zwei zylindrische versilberte DevargefaBe von etwa 
1,5 Liter Inhalt (10 em lichte Weite, 28 cm Héhe des Innenraums) stehen 
auf HolzfiiBen in einem Luftthermostaten mit Wassermantel. In jedes 
der beiden GefiBe, welche mit iibergreifendem, Filz gefiittertem Holzdeckel 
verschlossen sind, kommen 400 ccm destilliertes Wasser. In das Wasser 
wird der Rezipient, der zur Aufnahme eines gréBeren oder zweier kleinerer 
Frésche dient, versenkt. Er hat ein Volumen von etwa 110 ccm, wird mit 
Gummistopfen verschlossen und ist zur Durchleitung von Gasen einge- 


richtet, wie aus der Zeichnung zu ersehen. (In der Zeichnung ist das Kontroll- 


') A. V. Hill, Journ. of Physiol. 48, 261, 1911. 
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devargefaB fortgelassen.) Die Gaszuleitungs- und -Ableitungsrohre sind 
durch durchbohrte Gummistopfen in kleinen Offnungen des Holzdeckels 
des DevargefaBes befestigt. Auf diese Weise wird der Tierrezipient im Devar- 
gefaB unter Wasser versenkt festgehalten. Auf die gleiche Weise wird 
das Beckmann-Thermometer befestigt, welches die Temperatur des Wassers 
in jedem der beiden GefaBe bestimmt. Benutzt wurden zwei Beckmannsche 
Thermometer mit Messungsbereich von 1°C geteilt in 0,002 Grade. Sie 
waren miteinander verglichen und wurden mit von F. Kéhler, Leipzig, be- 
zogenen Lupen abgelesen. Vor der Ablesung wurde jedes der beiden Thermo- 
meter in méglichst gleicher Weise zweimal je 4% Minute lang geklopft. 
Die Bestimmung der Hillschen Konstante ergab fiir beide GefiBe nach 
volliger Beschickung nur eine Differenz von 5 Proz. Der Wasserwert des 
VersuchsgefiBes wurde nach dem Mischungsverfahren bestimmt. Bei 
kompletter Fillung (400 ccm Wasser, Rezipient, Thermometer) ergab 
sich der Wert zu 526. Er war auf 1,6 Proz. genau bestimmt. In dem Luft- 
thermostaten befinden sich ferner kleine mit Wasser gefiillte Gaswasch- 
flaschen um die durchzuleitenden Gase bei Thermostatentemperatur mit 
Wasserdampf zu siattigen. Der Thermostat war an allen vier Seiten ge- 
schlossen, nur oben offen, um die GefaBe hineinstellen zu kénnen. Er wurde 
von oben mit einem Holzdeckel geschlossen, in welechem sich Lécher und 
Schlitze befanden, um die Thermometer durchzulassen und die Glasrohre 
und Hahne aufzunehmen. In der schematischen Zeichnung verlaufen die 
Glasrohre oberhalb des Deckels, in Wirklichkeit befinden sie sich in Schlitzen 
innerhalb des Holzdeckels, so daB8 nur die Griffe der beiden Hihne diesen 
etwas iiberragen. Nachdem die Schlitze sorgfaltig mit Watte zugestopft 
sind, wird der Holzdeckel mit einer 5cm hohen Schicht ungewascherier 
Schafwolle bedeckt, so daB8B nur noch die Thermometer herausragen. 
Dann wurde von oben her ein Holzkasten, der an einer Seite eine hoch- 
schiebbare Glasscheibe tragt, iibergestiilpt und alle Fugen an den Seiten, 
wo der Holzkasten auf dem Thefmostaten aufsitzt, sorgfaltig mit Watte 
verstopft. Der Rezipient des VersuchsgefaBes war so eingerichtet, daB 
je nach der Offnung und SchlieBung eines der beiden Hahne sowohl reiner 
Stickstoff als auch kohlensiurefreie Luft durch ihn hindurchgeleitet 
werden konnte. Die Bestimmung des Korrektionsfaktors fiir den Warme- 
verlust habe ich in der von Peters!) angegebenen Weise durchgefiihrt. 
Es ergab sich, da8 der Korrektionsfaktor von der Differenz zwischen der 
Zimmer- und der Thermostatentemperatur etwas abhaingig war. Stimmte 
die Zimmertemperatur mit der Thermostatentemperatur (17,5 bis 18,1°) 
iiberein, so betrug der Korrektionsfaktor im Mittel aus zahlreichen Ver- 
suchen 8,5 Proz. pro Stunde. Ebenso wenn die Zimmertemperatur | bis 2° 
tiefer lag. Lagdie Raumtemperatur 3° hoher als die Thermostatentemperatur, 
so betrug der Korrektionsfaktor 7,7 Proz. 

In dem aus dem Rezipienten austretenden Gase wurde die Kohlenséiure 
nach Pettenkofer bestimmt. Die Versuche wurden stets so angeordnet, 
da8 am Abend vor dem eigentlichen Versuche das Tier in den Rezipienten 
des Kalorimeters kam, der mit Luft ventiliert wurde. In das KontrollgefaB 
wurden so viel Kubikzentimeter Wasser mehr als in das VersuchsgefiB 
gegeben, als das Versuchstier Gramme wog. Die Temperatur des Wassers 
im Kalorimetergefi8 wurde so weit unter der Thermostatentemperatur 
gewahit, da8 am nachsten Morgen durch die Erwarmung von aufen her 


1) Siehe A. V. Hill, Ergebn. d. Physiol. 15, 351. 
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und durch die vom Versuchstier produzierte Warme die Temperatiir- 
differenz zwischen Versuchs- und KontrollgefaB eben ausgeglichen war. 
Auf diese Weise wurde die Korrektur fiir den Warmeverlust des Kalorimeter. 
gefaBes moglichst verkleinert. Der Thermostat war elektrisch mit einer 
der ublichen elektrischen Heizpatronen heizbar und mit dem Lautenschlige,. 
schen Thermoregulator versehen. Durch den Wassermantel gingen zwei 
symmetrisch angeordnete allseits geschlossene Kupferrohre hindurcli, 
durch diese konnte kaltes Wasser aus der Leitung geleitet werden, um den 
Thermostaten abzukiihlen. Die Temperatur desselben wurde im Luftraun 
zwischen beiden DevargefaiBen durch ein Beckmannthermometer. gemessen 
und so reguliert, daB sich die Temperatur des Wassers im Kontrollgefii(} 
méglichst wenig anderte. Die Anderung der Temperatur im Kontrollgefai 
schwankte zwischen 0,0076 und 0,0007° pro Stunde. Beide Devargefie 
enthielten gleichgroBe Tierrezipienten. Durch beide wurde wahrend des 
Versuchs ungefaihr die gleiche Gasmenge geleitet, welche bei gleicher 
Temperatur mit Feuchtigkeit gesittigt war. Die Ventilation wurde durch 
Mariottesche Flaschen bewirkt, aus denen Wasser abfloB, das pro Stunde 
abgeflossene Wasser wurde gemessen. Pro Stunde wurden etwa 500 ccm 
Luft durchgesaugt, die durch Kalilauge und Natronkalk véllig von Kohlen- 
siure befreit war. Zur Herstellung der Anoxybiose wurden in 10 bis 15 Minuten 
1,5 bis 2,5 Liter reiner Stickstoff durchgeleitet!). Dann war die Pyro- 
gallusprobe nach Fletcher und Hopkins negativ. Erst jetzt begann 
Kohlensaure- und Warmemessung, mit  standiger Durchleitung von 
Stickstoff unter leichtem Uberdruck. Die Kohlensiure wurde nach 
Pettenkofer bestimmt. 


Man erkennt aus dieser Beschreibung, da8 ich in drei Punkten von der 
Hilischen Methodik abgewichen bin. Erstens habe ich, da mir kein Thermo- 
galvanometer zur Verfiigung steht, die Temperaturdifferenz zwischen 
beiden Devarflaschen mit Beckmannthermometern gemessen. Das ist 
umstindlicher und ungenauer, hat aber den Vorteil, daB man auch die 
Temperaturinderungen im KontrollgefaiB kennt, sowie die absolute Tem- 
peratur, bei der man arbeitet. Zweitens habe ich die DevargefaBe in einen 
Thermostaten gestellt, ohne das war es in dem einzigen Raum, der mir 
bisher zur Verfiigung stand, unméglich zu genauen Werten zu kommen. 
Drittens habe ich die Versuchstiere nicht wie Hill unter Wasser versenkt, 
sondern in Luft untersucht und bei Gasdurchleitung. Bei der geringen 
spezifischen Warme der Luft und der geringen VentilationsgréBe kénnen 
dadurch Fehler nicht entstehen, wenn das durchzuleitende Gas bei der 
Versuchstemperatur mit Wasserdampf gesattigt ist. AuBerdem bewilhrt 
sich hier das Differentialverfahren ganz besonders, da auch durch das 
KontrollgefaB die gleiche Gasmenge von gleicher Wasserdampftension 
hindurchgeleitet wird. 


Zur genaueren Orientierung lasse ich das Protokoll eines Versuches 
folgen: Die Temperatur wurde '4stiindlich abgelesen, ist der Kiirze 
halber aber nur fiir ganze Stunden angegeben. 


1) Die Herstellung und Aufbewahrung reinen, sauerstofffreien Stickstoffs 
ist von mir in der neuen Auflage des Abderhaldenschen Handbuchs der 
biochemischen Arbeitsmethoden beschrieben, auf welche Beschreibung hier 
verwiesen sei, 
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rat 5. Juli 1922. Esculentaweibchen, 52g schwer, um 6 Uhr nach- 
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Die Kohlensaurebestimmung ergibt fiir die Zeit von 2 Uhr 42 \\in. 
bis 4 Uhr 42 Min. 7,11 cem Kohlensaure. Tier um 4 Uhr 45 Min. aus 
dem Kalorimeter heraus, sofort in feste Kohlensiure gebracht und 
gefroren. Milchsiurebestimmung ergibt 0,137 Proz. Milchsiure (korri- 
gierter Wert). 

Die Zunahmen der Temperaturdifferenz zwischen Versuchs- wnd 
KontrollgefaB betragen demnach in Luft 

1. Stunde 0,0276°, korrigiert 0,0287° 

2. i 0,0248 » 0,0281 

3. ts 0,0196 ee 0,0240 
insgesamt 0,0817°. Der Wasserwert betrug 526 + 52 = 578, demnach 
Kalorien produziert 578 x 0,0808 = 46,7 Cal, demnach Kalorien pro 
Kubikzentimeter Kohlensiure 46,7, dividiert durch 8,2 = 5,70 Cal 
pro Kubikzentimeter Kohlensiiure. Die Zunahmen der Temperatur- 
differenz zwischen Versuchs- und KontrollgefaB betragen in Stickstoff 


1. Stunde 0,0224°, korrigiert 0,0301° 
2. ‘ 0,0066 a 0,0155 


insgesamt 0,0456°, demnach Kalorienproduktion 578 x 0,0456 = 26,4 Cal f 


und pro Kubikzentimeter Kohlensiure 3,7 Cal. Der Versuch ist auBer- 
dem in der Abb. 1 dargestellt, in der die halbstiindlichen Temperatur- 
ablesungen wiedergegeben sind. Die untere Kurve stellt die abgelesene 
Temperaturdifferenz dar, die obere Kurve die korrigierte Temperatur- 
differenz zwischen beiden GefaiBen. Die stark ausgezogene Linie gibt 
die Temperatur des KontrollgefiBes wieder. 

Die Ergebnisse von fiinf solchen Versuchen sind in Tabelle I und II 
dargestellt. 


























Tabelle I. 
~ Amoxybiotioche Kelorienproduktion pro 100g Tier || Oxybiotische 

Datum I} Kalorienproduktion 

| 1. Stunde | 2. Stunde | 3. Stunde pro 100g ier u. Std. 
16. V. 1922 32,8 | 14,1 4,8 = 
19. V. 38,7 19,9 90 58,7 
23. V. 27,3 18,5 — _ 
6. VI. 31,6 11,6 5,6 16,6 
5. VII. 33,5 17,2 iets 30,3 
Mittelwerte . . | 32,8 | 16,3 6,5 35,2 


Tabelle I zeigt die oxybiotische und auBerdem die anoxybiotische 
Kalorienproduktion fiir 100 g Tier und Stunde in der ersten, zweiten 
und dritten Stunde der Anoxybiose. Hierbei ist die Kalorienproduktion 
der dritten Stunde aus 1, bis 3/4, Stunden fiir eine volle Stunde berechnet. 
Wihrend die Werte fiir die oxybiotische Warmeproduktion sehr stark 
schwanken (die Differenz zwischen der gréBten und kleinsten Warme- 
abgabe betragt 72 Proz.), andern sich die Werte fiir die anoxybiotische 
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Kalorienproduktion sehr viel weniger. In der ersten Stunde betragt die 
Differenz zwischen der gr6Bten und der kleinsten Warmeabgabe 28 Proz. 
Die anoxybiotische Warmeproduktion sinkt mit der Zeit sehr stark ab. 
Sie sinkt in der zweiten Stunde im Mittel auf die Halfte der Kalorien- 
produktion der ersten Stunde und von der zweiten auf die dritte noch 
sehr viel mehr ab. Die sehr kleinen Werte der dritten Stunde sind 
infolgedessen viel ungenauer als die der ersten Stunde. Dies Ergebnis 
ist dem, was bei der Anoxybiose des herausgeschnittenen ruhenden 
Muskels beobachtet wird, véllig entgegengesetzt. Hier hat Meyerhof 
zuerst?) angegeben, daB die Wairmeproduktion pro Stunde konstant sei 
(bei 22° und 24 stiindiger Versuchsdauer). Neuerdings?) hat er ge- 
funden, daB die Kalorienproduktion bei linger dauerndem Versuche 
etwas abnahm. Sie betrug aber nach 7 bis 10 Stunden immer noch 
70 bis 80 Proz. der anfainglichen Wirmeausgabe. Absolut genommen 
betragt die anoxybiotische Kalorienproduktion des nicht enthauteten 
Schenkels bei 22° im Mittel 7,8 Cal pro 100 g und Stunde (September), 
d. h. nicht sehr viel mehr als das ganze Tier in der dritten Stunde bei 
Anoxybiose abgibt, bei einer etwa 5° niedrigeren Temperatur (6,5 g-cal 
pro 100 g Tier) (Mai bis Juli). Eine solche Vergleichung des lebenden 
Tieres und des herausgeschnittenen Organs ist aber nicht ohne weiteres 
méglich. Zwar werden die Prozesse im lebenden Tiere und im heraus- 
geschnittenen Organe unter gleichen Bedingungen in gleicher Richtung 
verlaufen. Dabei kénnen sich aber quantitativ erhebliche Unterschiede 
bemerkbar machen. Zunachst ist zu bedenken, daB das lebende Tier 
auch in der Anoxybiose Muskelbewegungen ausfiihren kann, z. B. sind 
die Atembewegungen in der ersten Stunde der Anoxybiose, mindestens 
aber in der ersten halben Stunde, immer in der Frequenz vermehrt 
und auBerdem verstirkt (Flankenatmung). AuBerdem machen die 
Tiere in der ersten Stunde der Anoxybiose hiufig starke Flucht- 
bewegungen. Auch dauert ja wihrend der ganzen Dauer der Anoxybiose 
der Herzschlag an. Davon abgesehen aber kénnen es in der zweiten 
Stunde der Anoxybiose sichtbare Bewegungen der willkiirlichen Musku- 
latur nicht sein, welche die Warmeproduktion mindestens doppelt so hoch 
treiben als der einer gleichschweren herausgeschnittenen Muskelmasse 
bei einer um 41° héheren Temperatur entspricht. In der zweiten 
Stunde der Anoxybiose sind die Reflexe immer schon aufgehoben, und 
die Tiere sehen aus, als wenn sie kurarisiert waren. Dabei bleiben die 
motorischen peripheren Nerven, ebenso wie die Muskulatur wahrend 
der ganzen Dauer dieser Versuche erregbar, die Anoxybiose wirkt 
also zunichst auf das Zentralnervensystem lihmend, nicht aber auf 
den motorischen Endapparat wie das Kurare. Man kann daher nicht 


1) Pfliigers Arch. 182, 169. 
2) Ebendaselbst 195, 43. 
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ausschlieBen, da die Erhéhung der anoxybiotischen Kalorienproduk( |); 
in der ersten, besonders aber in der zweiten Stunde auf nervése Impulse 
zuriickzufiihren ist, welche, auch ohne Kontraktion der Muskeln 7; 
bewirken, die Milchsiurebildung vermehren. Eine weitere Differey, 
zwischen herausgeschnittenem Muskel und lebendem Tiere besteht 
darin, daB im lebenden Tiere nur ein Teil der Milchsiure im Muske! 
verbleibt. Ein anderer wird durch das Blut hinweggefiihrt. Dabei 
findet Neutralisation der Milchsiéure unter Austreibung von Kohlen- 
siure statt, welche gasfoérmig nach auBen abgegeben wird. Nun ist 
aber die Milchsiurebildung ein ProzeB, der durch Anhaufung von 
Wasserstoffionen gehemmt wird. Bei Beriicksichtigung aller dieser 
Momente erscheint ein quantitativer Vergleich hinsichtlich des zeit- 
lichen Verlaufes und der absoluten GréB®e der Warmebildung bei 
Anoxybiose im herausgeschnittenen Muskel und im ganzen lebenden 
Tiere nicht méglich. 











Tabelle II. 
| Oxybicse - || ~—__Anoxybiose_ 

i ail | pro 100g Tier produziert pro 100g Tier produziert ate lis 
Geschlecht || | * ie de aig ies a PER Versuches 
| “2 in | gecal | mg COy ‘2 in gecal = ©, 

CG A ey eee ee ae ee Mea 34.2 | 480 140 | = 2h15' 
19. V., 7, b] 52,6 | 1468 280 | 53,9 | 65,0 121 | 2 45 
23. Vi oy ¢) — te — | 241 | 366 | 150 | 1 30 
6. VI, c,d] 154 | 448 | 291 | 304 | 460 | 151 | 2 42 
5. VIL, $e] 208 | 606 | 2,91 | 269 | 50,7 | 189 || 2 00 
Gesamtmittl — |§ — | — | 339 | 493 1,48 2b 15/ 
Mittelausb,d,e) 29,6 | 84,1 | 285 | 37,1 53,9 146 | 2 29 


In der Tabelle II ist die Kalorienproduktion wahrend der ganzen 
Dauer der Anoxybiose und ebenso die Kohlensiureausgabe (berechnet 
fir 100g Tier) zusammengestellt und daraus der Quotient Kalorien 
pro Milligramm Kohlensiure berechnet. Die oxybiotische Kalorien- 
und Kohlensaureproduktion ist aus drei- bis vierstiindigem Versuche 
fiir die gleiche Zeit berechnet, die der anoxybiotische Versuch gedauert 
hat. Er wurde stets an den oxybiotischen direkt angeschlossen. Im 
Mittel aus drei Versuchen ergibt sich die anoxybiotische Kalorien- 
produktion zu 64 Proz. der Oxybiose. Wiahrend oxybiotisch pro Milli- 
gramm Kohlensaure 2,8 bis 2,9 Cal erscheinen, finden wir anoxybiotisch 
1,4 bis 1,9 Cal und im Mittel aus fiinf Versuchen 1,48 Cal pro Milligramm 
Kohlensiure. Der oxybiotische Quotient von im Mittel 2,85 entspricht 
einem respiratorischen Quotienten von etwa 0,82. 

Nach Analogie eines im November angestellten 14tigigen Respi- 
rationsversuches mit demselben durchschnittlichen respiratorischen 
Quotienten (bei dem gleichzeitig auch die Stickstoffausscheidung er- 
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mittelt wurde) wiirden 29 Proz. der Kalorien aus Eiweif stammen, 
41 Proz. aus Fett und 30 Proz. aus Glykogen. 

Vergleichen wir diese Ergebnisse mit den friiher bei 0° im Eiskalori- 
meter erhaltenen, so ergibt sich weitgehende Ubereinstimmung. Genau 
wie bei 17,6° ist auch bei 0° die Kalorienproduktion in den spiiteren 
Stunden nur noch ein kleiner Bruchteil derjenigen, welche in den 
ersten Stunden gefunden wird. Bei 0° betrug die Kalorienproduktion 
pro 100g und Stunde 0,95 bis 1,06 Cal, wenn das Mittel aus 3 bis 
6 Stunden gezogen wurde, und 0,26 bis 0,39 Cal, wenn das Mittel aus 
1514 Stunden gezogen wird. Die pro 1 mg Kohlensiure ausgegebene 
Kalorienmenge betrug bei 0° 1,6Cal im Mittel (1,25 im Minimum 
und 1,94 im Maximum) und bei 17,6° 1,48 im Mittel (1,89 Maximum, 
1,21 Minimum). Nur wird bei 0°, verglichen mit der oxybiotischen 
Kalorienproduktion, anoxybiotisch etwas weniger Wirme produziert. 
Bei 0° fanden wir anoxybiotisch noch 42 Proz. der oxybiotischen 
Kalorienproduktion, wahrend bei 17,6° im Mittel 64 Proz. erscheinen. 
Auf diese Differenz ist aber weniger Gewicht zu legen, da die anoxy- 
biotische Kalorienproduktion im Verhiltnis zur oxybiotischen ver- 
schieden ausfallen mu, je nachdem sie aus einem kurz- oder lang- 
dauernden Versuche berechnet wird. Der.Hauptwert dieser Unter- 
suchungen liegt in der Feststellung des zeitlichen Verlaufs der anoxy- 
biotischen Kalorienproduktion und der Ermittlung des Quotienten 
Kalorien pro Milligramm Kohlenséure. Beides ist bei 0° und bei 17,6° 
dasselbe. Wiirde, wie A. V. Hill gemeint hat, in meinen Eiskalorimeter- 
versuchen ein betrichtlicher Teil’ der Warmeproduktion aus Oxydations- 
prozessen herleitbar sein, welche auf Kosten des im Tiere bei Beginn der 
Versuche noch vorhandenen Sauerstoff{s vor sich gingen, so kénnte der 
Quotient Kalorie pro Milligramm Kohlensdure bei 0° und 17,6° unter 
anoxybiotischen Bedingungen nicht derselbe sein. Er miiBte bei dieser 
hohen Temperatur, bei welcher der im Gewebe geléste Sauerstoff in 
wenigen Minuten verbraucht sein muB, einen erheblich kleineren Wert 
aufweisen. Mithin ist damals durch diese Versuche in der Tat bewiesen 
worden, daB es eine Sauerstoffspeicherung nicht gibt. Da damals der 
Stoffwechsel des Muskels trotz der klassischen Versuche von Fletcher 
und Hopkins noch im wesentlichen ungeklart war, wihrend jetzt durch 
die Reihe glanzender Arbeiten von A. V. Hill, Parnas, v. Weizsdcker 
und Meyerhof dieses Problem aufgehellt ist, hatte diese Feststellung 
1908 eine ganz andere Bedeutung, als ihr vielleicht heute noch zukommt. 

Nun bin ich aber damals von der Meinung ausgegangen, daf die 
anoxybiotisch beim Frosche abgegebene Kohlensiiure einem Garungs- 
prozeB entstamme, bei dem dhnlich wie bei Askaris Fettsiure und 
Kohlensiure (Bunge, Weinland) entstehe. Umgekehrt hat Hill an- 
genommen, da8 die anoxybiotisch vom Frosche abgegebene Kohlen- 
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siure nur durch Milchsaure aus Bicarbonat freigemachte Kohlensaure s0j. 
Ein eigentlicher experimenteller Beweis, daB dem so ist, fehlt bisher 
fiir das ganze Tier. Ich habe daher versucht, gleichzeitig mit Kohlen. 
siureabgabe und Warmebildung, die unter anoxybiotischen Bedin. 
gungen beim lebenden Tiere entstehende Milchsiure zu bestimmen. 
Dies ist keine einfache Aufgabe, weil es fiir die Analyse unbedingt 
nétig ist, das Tier zu zerkleinern. Wie wir seit Fletcher und Hopkins 
wissen, ruft aber diese Zerkleinerung bereits eine sehr erhebliche Milch- 
siurebildung hervor. Daher muB die Zerkleinerung bei so niederer 
Temperatur ausgefiihrt werden, daB es dabei zu keiner oder nur sehr 
geringer Milchsdurebildung kommt. 


Ich bin so vorgegangen, da® der Frosch zunichst in fester Kohlensiure 
steinhart gefroren wurde, dann wurde er mit einem mit fester Kohlensaure 
gekihlten Brotschneideapparat, wie er in den Haushaltungen benutzt wird, 
in méglichst diinne Scheiben zerschnitten. Ein méglichst groBer Teil 
dieser wurde rasch gewogen und sofort in 96proz. Alkohol gebracht, der 
auf —10° abgekiihlt war. Aus diesem wurden die einzelnen Scheiben mit 
Pinzette herausgenommen und mit Quarzsand unter gekiihltem Alkoho! 
in gekiihlter Reibschale verrieben. Nachdem alles Gewogene verrieben war, 
wobei die Temperatur auf + 2° etwa stieg, wurde von dem Riickstand 
dekantiert, noch einmal mit Alkohol verrieben und wieder dekantiert. 
Der alkoholische Extrakt blieb bis zum nichsten Tage stehen und wurde 
dann durch glattes Filter filtriert. Der Riickstand wurde so lange mit 
stets neuen Alkoholmengen extrahiert, bis das zunichst stark gelb gefarbte 
Filtrat farblos wurde. Siamtliche vereinigten Filtrate wurden auf dem 
Wasserbade verdunstet, unter gréBter Vorsicht, damit der Extrakt nicht 
langer auf dem Wasserbade blieb als unbedingt notwendig war, um ihn 
zur Trockne zu bringen. Dann wurde der Riickstand mit Wasser auf- 
genommen und mit allem Ungelésten auf 100ccem aufgefiillt. 50 cem wurden 
mit festem Quecksilberacetat versetzt, das Filtrat mit Schwefelwasserstoff 
vom Quecksilber befreit und nach Verjagung des Schwefelwasserstoffs 
in einem aliquoten Teil die reduzierende Substanz bestimmt. Die anderen 
50 ccm wurden in einen 100-cem-MeBkolben gebracht in den vorher 52 ¢ 
fein gepulvertes Ammonsulfat in Substanz gegeben war. Durch Erwarmen 
und Wasserzugabe wurde das Ammonsulfat gelést und bis nahezu zur 
Marke mit Wasser aufgefiillt. Dann wurde abgekiihlt, zur Marke aufgefiillt 
und filtriert. Das Filtrat war stets véllig klar, mitunter eine Spur gelblich 
tingiert. In einem aliquoten Teil wurde ohne Extraktion die Milchsiure 
nach dem Aldehydverfahren nach v. Fiirth und Charnas, Parnas und 
Meyerhof bestimmt. Die Unterlassung der Extraktion vor der Aldehyd- 
bestimmung geschah nach den Angaben von Meyerhof'). 

Die aus der Titration berechneten Werte wurden um 12 Proz. erhéht, 
gemaB Bestimmungen an wasserfreiem Lithiumlactat, bei denen sich im 
Durchschnitt bei dem Aldehydverfahren 12 Proz. Defizit ergeben haben. 
Alle Werte sind Mittelwerte aus mindestens zwei gut iibereinstimmenden 
Einzelbestimmungen. Die Reste der Ammonsulfat gesittigten Extrakte 
wurden genau gemessen und vereinigt, im Lindschen Apparat mit Ather 
extrahiert und nach der Methode von Neubauer das Zinksalz dargestellt 


1) Meyerhof, Pfliigers Arch. 188, 117, 1921. 
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(Biochem. Arbeitsmethoden 2, 1254). Die Wagung des Zinksalzes ergab 
4 bis 10 Proz. Verluste gegeniiber den Werten des Aldehydverfahrens. Augen- 
scheinlich war trotz 50- bis 60stiindiger Extraktion die Milchsiure nicht 
vollstandig extrahiert worden. Bei erneuter 10stiindiger Extraktion gelang 
die Darstellung eines Zinksalzes nicht mehr, weil die Ausfallung des Bleies 
aus dem Bleisalz der Milchséure durch Schwefelwasserstoff miBlang. Das 
Bleisulfat fiel kolloidal aus und war nicht filtrierbar. 


Tabelle III. 





Milchsaure Traubenzucker 


Datum Geschlecht in 100g Tier in 100 g Tier Bemerkungen 

ie ee) ae 0,036 0,011 

16. I. re) 0,021 0,00 

10. ITT. rou 0,030 0,0225 

1,VL. re) 0,025 [0,065] | Tier vorher auf Eis 

29, VI. 5 0,021 0,018 || 13 Min. durch den Rezipienten 

: reiner N» durchgeleitet 

Mittelwert 0,0266 0,0129 


Zunachst wurde ermittelt, welche Werte sich bei Anwendung 
dieser Methode bei normalen Tieren ergaben (Tabelle III). Im Mittel 
aus fiinf Bestimmungen wurden 0,0266 Proz. Milchsiure und im Mittel 
aus vier Bestimmungen 0,0129 Proz. Traubenzucker erhalten. Die 
Milchséurewerte anderten sich weder durch vorheriges Abkiihlen der 
lebenden Frésche auf 0° (Versuch vom 1. Juni), noch dadurch, dab 
die Tiere vorher in den Kalorimeterrezipienten gebracht wurden, durch 
den 22 Stunden lang Luft und dann in 13 Minuten 2 Liter reiner Stick- 
stoff geleitet war. Dagegen wiesen die Tiere, welche vor dem Einbringen 
in feste Kohlensiure auf 0° abgekiihlt waren, einen erheblich héheren 
Zuckergehalt auf (0,065 Proz). Dieser Wert ist daher beim Ziehen 
der Mittelwerte nicht beriicksichtigt worden. Leider wurde es versaumt, 
nachzusehen, ob sich der Reduktionswert (nach Bertrand ermittelt) 
durch vorherige Hydrolyse anderte. 

Tabelle IV zeigt die Werte, welche bei vier Versuchen im Januar 
und Februar erhalten wurden. Die Tiere befanden sich bei diesen 
Versuchen bei etwa 17,5° im Rezipienten des Kalorimeters, doch wurde 
die Kalorienproduktion nicht ermittelt. Die Zahlen in der Tabelle 


Tabelle IV. 








Milchsaure Reduzierende | F ro Dauer der 
Datum sci ed Stes, uues det Znischen 
|| pro 100g Tier gebildet in g —- 
20,1. 1922 3 0,114 0,1095 22,1 | 2h 45’ 12’ 
2. II. & 0,076 0,095 BF | =e 10 
9, II. $ 0,068 0,107 16,0 2 10 16 
27. II. $ 0,132 0,098 34,8 4 09 7 


0.0975 | 0,102 | 248 2h 53’ 
Biochemische Zeitschrift Band 140. 37 
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sind so gewonnen, dafs von den pro 100g Tier nach zwei- bis vier. 
stiindiger Anoxybiose erhaltenen Werten, die bei normalen Tier 
(gemaB dem Mittelwert von Tabelle III) gefundenen Zahlen abgezog:y 
wurden. Im Versuche vom 30. Januar war z. B. der wirklich gefunden 
korrigierte Wert fiir die Milchsiure in 100g Tier 0,141 Proz. Nach 
Abzug des Normalwertes von 0,026 Proz. ergibt sich dann die gebildet« 
Milchsiure zu 0,114 Proz. In dieser Weise ist bisher die Milchsaure- 
bildung immer berechnet worden. Ob es in unserem Falle ganz zu- 
treffend ist, erscheint fraglich. Die gefundene Milchsiure beim Normal. 
tiere ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, da bei den Vor- 
bereitungen zur Analyse und wahrend der Alkoholextraktion geringe 
Milchsiuremengen gebildet werden. Diese entstehen bei einer py, 
welche der Normalen der Gewebe entspricht. Ist durch Anoxybiose 
aber bereits intra vitam eine erhebliche Milchsiuremenge gebildet, so 
ist dadurch die py der Gewebe nach der sauren Seite verschoben. 
Es ist méglich, daB nunmehr durch die Vorbereitungen zur Analyse 
und die Alkoholextraktion weniger Milchsaure gebildet wird als bei 
der Analyse eines Normaltieres. Die in der Tabelle angegebenen Milch- 
siurewerte sind daher eher zu klein als zu groB. Es werden, wie aus 
dem Mittelwerte der Tabelle hervorgeht, etwa gleiche Mengen Milch- 
siure und reduzierende Substanz gebildet. In Wahrheit wird aber 
die hydrolysierte Glykogenmenge wohl gréBer gewesen sein als der 
ermittelten reduzierenden Substanz entspricht, denn leider wurde 
versiumt nachzusehen, ob der Reduktionswert durch -Siurehydrolyse 
vermehrt wurde. Auch bei nahezu gleicher Versuchsdauer schwanken 
die Werte fiir die Milchséureproduktion von Tier zu Tier ziemlich 
betrichtlich, so daB aus diesen Versuchen ein SchluB auf den zeitlichen 
Verlauf der Milchsaurebildung nicht gezogen werden kann. Ebenso- 
wenig ist dies fiir die Kohlensiureproduktion méglich. Im Mittel der 
vier Versuche entstehen etwa 25 Proz. des Gewichtes der gebildeten 
Milchséure an Kohlensiure. 

Tabelle V enthalt fiinf Versuche, die bei Temperaturen zwischen 
17,5 und 17,8° im Mai, Juni und Juli angestellt wurden. Bei diesen 
Versuchen wurde gleichzeitig die Bildung von Milchsiure, Trauben- 
zucker und Wirme, sowie die Abgabe der Kohlensiure bestimmt. 
Der Reduktionswert wurde vor und nach Hydrolyse ermittelt. Hier- 
bei ergab sich bei den ersten beiden Versuchen ein erhebliches Anwachsen, 
bei den spiiteren keine Anderung. Im Mittel ergibt sich durch vor- 
herige Hydrolyse eine Zunahme um etwa 30 Proz. Von den Zahlen 
fir Milchsiure und Traubenzucker gilt das gleiche wie fiir die Zahlen 
der Tabelle IV. Sie sind durch Abzug der Normalwerte von den ge- 
fundenen Werten erhalten worden. Der Mittelwert fiir die gebildete 
Milchsaure liegt trotz kiirzerer Versuchsdauer erheblich héher als in 
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Tabelle V. 
| wi & : i dis Kuinihleti nes 100 g Tier gebildet . ef! . Dauer 
{| oe eoF aes oN 

4 Reduzierende Substanz at es = 3 
Datum || 2 || Milchsaure als Traubenzucker 7) COg| $a} 3” der wc 
5 in g po : — ie 4 in | $= 6 = Anoxys | 32 
5 vor der | nac “a ‘ ee a = 
| Hydrolyse | Svdateee | mg iS 2 ows > 
16.V. |iot|| 0,163 | 0,176 0,299 | 48,0 342/295 1,40) 2h15’ 13’ 
19.V. jot} 90,171 0,078 0,093 | 65,0 53,9) 380) 1,21) 245 | 15 
23.V. |co | 0,106 | 0056 0,056 | 36,6 241/346 150) 130 14 
6. VI. io | O,111 | 0,025 0,025 | 46,0 30,4) 414/151) 242 | 10 
5. VII. | $ || 0,137 | 0,067 — || 50,7 | 26,9|| 370 | 1,89) 2 0 12 


Mittelwerte: | 0,1375 | 0,0804 0,118 | 49,3 33,9 361/148 2h15’ 13’ 


den Winterversuchen (bei 40 Proz. héher). Das gleiche gilt fiir die 
abgegebene Kohlensaiure. Es ist das der bekannte, bisher vdllig un- 
geklarte SaisoneinfluB auf die Milchsiurebildung. Dagegen liegt die 
gebildete Zuckermenge erheblich unter dem Mittelwerte der Winter- 
versuche, was durch den erheblich geringeren Glykogengehalt der 
Sommertiere seine Erklirung findet. Das Verhaltnis von Milchsiure 
zu Kohlensiure ist genau das gleiche wie in den Wintermonaten, 
nimlich 4:1. In beiden Fallen wiirde also die gefundene Milchsiure- 
menge ausreichen, um die doppelte Menge Kohlenséure aus Bicarbonat 
in Freiheit zu setzen, welche im Versuche als von den Fréschen aus- 
gegeben ermittelt wurde. Wird angenommen, da die ausgetriebene 
Kohlensaiure aus Bicarbonat stammt, so sind 50 Proz. der gebildeten 
Milchsiure durch Alkali neutralisiert worden. Nun fand Meyerhof 
einen mittleren Gehalt des Froschmuskels an Kohlensaiure von 21 mg 
pro 100 g Muskel. Rechnen wir die Muskulatur des Frosches zu 50 Proz. 
des Kérpergewichtes, so kénnten 100 g Tier etwa 11 mg Kohlensaure 
im Muskel enthalten. Da in den Wintermonaten 25 mg, in den Sommer- 
monaten 34 mg Kohlensiure in der Anoxybiose abgegeben worden sind, 
mu ein betrichtlicher Teil freier Milchsiure aus dem Muskel ins Blut 
iibergetreten sein und Kohlensiiure aus dem Blute ausgetrieben haben, 
wobei allerdings fraglich bleibt, ob eine so groBe Kohlensiuremenge 
in dem Blute von 100g Frosch enthalten sein kann. Fiir den Uber- 
gang von Milchsiure ins Blut und Austreibung von Kohlensaure aus 
demselben kénnte der Vergleich des zeitlichen Verlaufes der Warme- 
produktion mit der gleichzeitigen Kohlensiureausgabe angefiihrt 
werden. Denn in einigen Versuchen wurde auch die Kohlensaure- 
ausgabe fraktioniert bestimmt. Dabei ergab sich im Mittel ein Ab- 
sinken der Kohlensiureabgabe von der ersten zur zweiten Stunde 
der Anoxybiose im Verhiltnis von 100: 71, wihrend die Warmeausgabe 
gleichzeitig im Verhialtnis von 100: 36,5 sank, der Quotient Kalorien 
: Kubikzentimeter Kohlensiure betrug daher im Mittel in der ersten 
37* 





























574 E, J. Lesser: 


Stunde 3,88, in der zweiten Stunde 2,23. Es ist also méglich, daf in 
der zweiten Stunde (friiher gebildete) Milchsiure aus dem Muskel in 
das Blut iibertritt und dort Kohlensiure austreibt. Von groBem Inter. 
esse ist der Warmewert, der pro Gramm Milchsiure erhalten wird. 


Er betragt 361 Cal im Mittel (Maximum 414, Minimum 295). Der 


mittlere Fehler ist + 20Cal, der wahrscheinliche Fehler betriigt 
+ 13 Cal oder + 3,6 Proz. Dieser Wert liegt dem Mittelwerte, welchen 
Meyerhof auf Grund von 21 Einzelversuchen bei der Reizung des aus. 
geschnittenen Froschmuskels erhalten hat, sehr nahe. Nach Meyerho/s 
schénen Versuchen und scharfsinnigen Uberlegungen setzt sich dabei 
die Warmeténung pro 1g Milchsiure aus folgenden Teilprozessen 
zusammen 


Warmeténung beim Ubergang von Glykogen in Milchsiture . 157 Cal 
Verdiinnungswirme der Milchsdure. ........2.. «414 
Entionisierungswarme des Muskeleiw WO 5a Sires a SRT 


Ped 


‘Summe. . . . 308 Cal. 

Unerklart bleibt dabei zunichst das Entstehen von etwa 60 Cal. 
Meyerhof stellt die Hypothese auf, daB die Entionisierungswarme des 
EiweiBes infolge besonderer Verhiltnisse innerhalb der Muskelzelle 
um diese GréBe vermehrt ist. Die Milchsiuremenge, welche in seinen 
Versuchen Kohlensiure ausgetrieben hat, schaitzt er auf maximal 
10 Proz., und hat sie wohl aus diesem Grunde in der Rechnung nicht 
beriicksichtigt. _Wiirde man sie beriicksichtigen, so wiirden sich die 
ungedeckten Kalorien nur unwesentlich vermehren, statt 60 Cal wiirden 
sie etwa 74 Cal betragen. In unseren Versuchen hat die Milchsaure 
aber 25 Proz. ihres Eigengewichtes an Kohlensiure ausgetrieben. Die 
Warmeténung dieses Prozesses: 

NaHCO, + C,H,O, = NaC,H;0, + H,O + CO,, 

betragt etwa 20Cal pro Gramm Milchsaure, sie darf beim ganzen 
Tiere nicht vernachlassigt werden. Nach der oben angefiihrten Gleichung 
hat in unserem Falle die Halfte der Milchsiure reagiert. Es ergibt 
daher die Rechnung pro Gramm Milchsiure: 

Warmeténung beim Ubergang von Glykogen in Milchsaiure . 157 Cal 

Verdiinnungswarme der Milchséiure. . . . . PSP ea. | 


Neutralisationswarme von 0,5 g Milchsiure. ...... 10 
Entionisierungswarme des EiweiBes pro 0,5 g Milchsiure 69 


”»> 
9° 


Summe. . . . 250 Cal. 
Ungedeckt bleiben demnach 111 Cal. Nun entstehen auf 137,5 mg 
Milchséure mindestens 80 mg Dextrose, d. h. pro 1 g Milchsiure min- 
destens 0,6 g Dextrose. Die Hydrolysenwirme des Glykogens betrigt 
(Verbrennungswarme von 0,9 g Glykogen 3772, von 1 g Dextrose 3762) 
pro 1g Dextrose 10 Cal. Fiir 0,6 g demnach 6 Cal. Selbst wenn wir 
annehmen, daB die doppelte Menge Glykogen hydrolysiert sei, also 
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eine Hydrolysenwirme von 12 Cal entstehen wiirde, so wird sich da- 
durch die ungedeckte Warme nur auf etwa 100 Cal verringern. Wahr- 
scheinlich findet bei der Anoxybiose des Frosches auch eine Eiweib- 
hydrolyse statt, die allerdings experimentell noch nicht untersucht ist. 
Aber auch die Wiarmeténung dieses Prozesses wiirde von Ahnlicher 
GréBenordnung wie die der Hydrolyse des Glykogens sein und daher 
den ungedeckten Betrag wohl kaum wesentlich unter 100 Cal herab- 
driicken. Nehmen wir entsprechend Meyerhofs Hypothese die Ent- 
jonisierungswairme des Eiweibes in der Muskelzelle nicht zu 137, sondern 
zu 197 pro Gramm Milchsdure an, so ergibt die Rechnung: 


wre = P 2% . - ‘ a poe 
Wirmeténung beim Ubergang von Glykogen in Milchsiure . 157 Cal 


Verdiinnungswarme der Milchsiure. .......... M,, 
Neutralisationswirme von 0,5g Milchsfure. ...... 1.,, 
Entionisierungswarme von 0,5 g Milchsiure. . . ... . 100 ,, 
Hydrolysenwirme des Glykogens (und EiweiBes) . ... 20 ,, 

Summe. .. . 301 Cal. 


Demnach bleiben auch dann noch 60 Cal ungedeckt. Es gibt 
wohl kaum eine andere Méglichkeit, als anzunehmen, daf bei der 
Anoxybiose des ganzen Tieres auBer dem Ubergange von Glykogen 
in Milchsiure und der hydrolytischen Spaltung des Glykogens (und 
Hydrolyse von EiweiBkérpern ’?) noch andere chemische Prozesse vor- 
kommen, welche mit positiver Wirmeténung einhergehen. Diese 
chemischen Prozesse zu suchen, muf spiteren Arbeiten tiberlassen 
bleiben. ; 


Zusammenfassung. 

Bei der Anoxybiose hungernder Frésche werden bei 17,5° und 
zwei- bis dreistiindiger Versuchsdauer pro 100g Tier in den Monaten 
Januar und Februar 0,0975g Milchsiure und 0,1024g reduzierende 
Substanz sowie 24,8 mg Kohlensiiure gebildet. In den Monaten Mai 
bis Juli 0,1375 g Milchsiure und 0,08 g reduzierende Substanz. Die 
gleichzeitige Kalorienproduktion betrigt dabei 49,3 Cal. Die Kohlen- 
siureausgabe 33,9 mg. Der Quotient Kalorien- pro Milligramm Kohlen- 
siure ist nahezu derselbe wie bei friiheren Versuchen bei 0° (1,48 gegen 
1,60). Die Warmeproduktion ist in der ersten Stunde am grdéften, 
sinkt dann rasch ab, entspricht aber erst von der dritten Stunde an 
etwa den Werten, wie sie nach Meyerhof der ruhende herausgeschnittene 
Muskel bei der Anoxybiose im September bei 22° liefert. Der zeitliche 
Verlauf der Wirmeproduktion ist bei 17,5° dem bei 0° ahnlich, nur 
erfolgt bei der héheren Temperatur die Abnahme der Wirmeproduktion 
schneller. Die anoxybiotische Kalorienproduktion betragt fiir 100 g 
Tier in der ersten Stunde 32,8 Cal, in der zweiten 16,3 Cal, in der dritten 
6,5 Cal. Der Quotient Kalorien pro Gramm Milchsiure betragt 
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361 + 20 Cal und ist fast derselbe wie in Meyerhofs Versuchen ai 


herausgeschnittenen Muskel. Da aber in Meyerhofs Versuchen nur 


eine unbedeutende Kohlensaureaustreibung stattfand, wihrend beim 
ganzen Tiere die Hialfte der Kohlensiure abgegeben wird, welche von 
der Milchséure aus Bicarbonat freigemacht werden kénnte, so werden 
bei der Anoxybiose des ganzen Tieres etwa 100 Cal pro Gramm Milch- 
siure gefunden, fiir deren Entstehung kein Grund angegeben werden 
kann. Ks ist daher die Méglichkeit nicht auszuschlieBen, da& bei der 
Anoxybiose des ganzen Tieres auBer der Bildung von Milchsaure aus 
Glykogen und der Hydrolyse von Glykogen und EiweiBkérpern noch 
ein anderer chemischer ProzeB mit merklicher positiver Warmeténuny 
vorkommt. 
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Das Verhalten 
des Glykogens der Frésche bei Anoxybiose und Restitution. LV. 


Von 
E. J. Lesser. 
(Aus dem Laboratorium der stadtischen Krankenanstalten in Mannheim.) 


(Eingegangen am 27. Juni 1923.) 


Innerhalb der Untersuchungsreihe, in der O. Meyerhof die 
chemischen Vorginge bei der Muskelkontraktion und Erschlaffung auf- 
geklart hat, beschaftigt sich dieser ausgezeichnete Forscher auch mit 
Versuchen, welche ich friiher tiber das Verhalten des Glykogens der 
Frésche bei Anoxybiose und Restitution angestellt habe. Er kommt!) 
aber, von vorgefaBten Meinungen ausgehend, zu falschen SchluB- 
folgerungen. Er glaubt nimlich, ohne dariiber Versuche angestellt 
zu haben, daB die Milchsiurebildung und der Glykogenschwund, wie 
er im herausgeschnittenen Muskel bei Anoxybiose zur Beobachtung 
kommt, quantitativ mit dem am ganzen Tiere unter gleichen Bedin- 
gungen stattfindenden iibereinstimmen miisse. Daher nimmt er an, 
daB8 der von mir beobachtete anoxybiotische Glykogenschwund sich 
zum ganz iiberwiegenden Teile in der Leber abspiele. Nun hatte ich 
aber in der von Meyerhof angezogenen Arbeit genau das Gegenteil 
experimentell erwiesen*). Durch getrennte Verarbeitung der Lebern 
und des iibrigen Kérpers wurde nachgewiesen, daB Anoxybiose sowohl 
das Glykogen der Kérper, als auch das der Leber zum Schwinden 
bringt. Die Mittelwerte der dort angegebenen Zahlen (zusammen 
30 Tiere nach Ausschaltung eines Versuches, der mit zu geringer Tier- 
zahl ausgefiihrt war) zeigen, daB bei einem Gesamtverlust von 1,41 g 
Glykogen 0,52 g in den Lebern der Tiere und 0,89 im Kérper der Tiere 
verschwinden. Pro 100g Tier verschwinden 0,162 g Glykogen, davon 
0,0595 in der Leber und 0,102 im Koérper. Der gréBere Teil des Glykogens 
verschwindet also im Muskel, denn auBer dem Ovarium und der Leber 
kommen als Organe, in denen erhebliche Mengen Glykogen enthalten 


1) Pfliigers Arch. 185, 20, 1920. 
2) Zeitschr. f. Biol. 56, 480, 1911. 





























578 E. J. Lesser: 


sind, nur noch die Muskeln in Frage. Es ist also genau umgekehri, 
als Meyerhof auf Grund vorgefaBter Meinungen annimmt. Meyerh:/ 
sagt ferner: ,,Die Annahme‘‘, daB der herausgeschnittene Muskel sich 
quantitativ ganz anders hinsichtlich des anoxybiotischen Glykogen- 
schwundes verhalte als der Muskel im lebenden Tiere, ,,sei un- 
wahrscheinlich. Nun habe ich!) aber bereits vor 10 Jahren den an- 
oxybiotischen Glykogenschwund herausgeschnittener Organe mit dem 
im ganzen lebenden Tiere verglichen und dabei gefunden, daf im 
Winter sich durch Anoxybiose, welche am ganzen Tiere in jeder Jahres- 
zeit wirkt, am herausgeschnittenen Muskel und der herausgeschnittenen 
Leber eine deutliche Vermehrung des Glykogenschwundes nicht er- 
zielen lift. Ich habe also durch das Experiment nachgewiesen, dal} 
dasjenige, was Meyerhof eine unwahrscheinliche Annahme_ nennt, 
tatsichlich besteht. Ich kann daher zu meinem Bedauern diesem 
auch von mir hochgeschitzten Forscher den Vorwurf nicht ersparen, 
da®B er iiber meine Arbeiten ein vollstandig falsches Urteil abgegeben 
hat, obwohl er nur eine, und auch diese nur zum Teil gelesen haben 
kann. Infolgedessen hat Meyerhof auch nicht bemerkt, daB zwischen 
seinen Arbeiten am herausgeschnittenen Muskel und den meinigen 
am ganzen Tiere sich ein anderer Widerspruch findet, der aufgeklirt 
werden muBte. Meyerhof findet in der Restitution eine Resynthese 
von Glykogen atis Milchsiure im herausgeschnittenen Muskel, die 
villig unabhdngig von der Jahreszeit ist. RegelmdBig beobachtete ich 
eine solche am ganzen Tiere nur in den Sommermonaten, wahrend 
sie im November vollstandig fehlte. Im Mittel der in der Zeit von No- 
vember bis Mai angestellten Versuche betrug bei einer anoxybiotischen 
Abnahme des Glykogens von 0,17g pro 100g Tier die Resynthese 
des Glykogens in der Restitution nur 0,04 g pro 100g Tier. Von be- 
sonderer Wichtigkeit aber sind zwei spitere Versuche2), bei denen ich 
die Fehlergrenze der Glykogenbestimmung experimentell bestimmt 
habe. Damals ergab sich, daB 100g Tier (25. Juni 1912) vor dem 
Versuche enthalten 0,448+0,012g Glykogen, nach 134 Stunden 
Anoxybiose bei 22° 0,246 g Glykogen, nach 14 Stunden Restitution 
bei 22° 0,440 g Glykogen. Sie haben demnach in der Anoxybiose 
(),202 + 0,012 g Glykogen verloren und in der Restitution 0,194 + 0,012 g 
Glykogen wieder gewonnen. Am 15. November 1911 ergab sich fiir 
100 g Tier vor dem Versuche ein Glykogengehalt von 1,295 + 0,015 g, 
nach .5'stiindiger Anoxybiose bei 14° ein Glykogengehalt von 1,168 g 
und nach 17stiindiger Restitution bei 14° ein Glykogengehalt von 


1,181 g. Demnach hatten die Tiere durch Anoxybiose verloren 0,127 


1) Diese Zeitschr. 54, 236, 1913. 
*) Zeitschr. f. Biol. 60, 388, 1913. 
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Anoxybiose. IV. 


~ 0,015 g Glykogen und in der Restitution gewonnen 0,013 + 0.015 g 
Glykogen. Ich habe damals diese Differenzen scharf hervorgehoben, 
ebenso wie ich im Gegensatz zu meiner ersten Mitteilung (a. a. O., 8S. 391) 
erklart habe, daB ein Teil des in der Restitution synthetisierten Glykogens 
aus anderem Material als aus Traubenzucker gebildet worden ist’. 
Um den Widerspruch zwischen meinen Ergebnissen am ganzen Tiere 
und denen Meyerhofs am herausgeschnittenen Muskel aufzuklaren, 
habe ich zwei neue Versuche, den einen im November, den anderen 
im Juni angestellt, bei denen genau wie ich es friiher beschrieben habe, 
verfahren wurde. Nur wurden die Tiere jetzt vor der Glykogenanalyse 
durch Kopfabschneiden und Riickenmarkzerstéren getétet, dann 
sofort die Leber prapariert und diese in einen in Eis stehenden ge- 
wogenen Kolben gegeben. Der Rest des Tierkérpers kam dann sofort 
in 100° warme Kalilauge von 60 Proz. Waren alle Lebern pripariert, 
so wurde der Kolben rasch gewogen, die Leber mit der vorgeschriebenen 
Menge heifer Kalilauge tibergossen und auf Glykogen analysiert. 
Tétung der Tiere und Priaparation der Lebern dauerte 35 bis 50 Minuten. 
Der erste Versuch wurde am 14. bis 16. November 1921 gemacht. 
Die Tiere waren am 17. Oktober gefangen und seitdem im ungeheizten 
Raume ohne Nahrung gehalten. 56 weibliche Eskulenten wurden in 
vier Partien zu je 14 Tieren geteilt, welche 516, 517, 517 und 518g 
wogen. In dieser Arbeit sind im Gegensatz zu frither alle Glykogen- 
werte in Traubenzucker ausgedriickt, so wie sie durch die Hydrolyse 
erhalten wurden. Die erste Gruppe, unbehandelte Tiere, enthielt in 
100 g Tier 5,74 g Leber, darin 0,9872 g Glykogen und im Restkérper 
0,5812 g Glykogen. Die Gruppe 2, unbehandelte Tiere, enthielt in 
100g Tier 5,396 g Leber, darin 0,9458g Glykogen. Im Restkérper 
0,6016 g Glykogen. Damit ergibt sich fiir die unbehandelten Tiere 
in 100g Tier 5,568+0,172g Leber mit 0,9665 + 0,0207 g Leber- 
glykogen und 0,5914 + 0,0102 g Kérperglykogen. Gruppe 3 und 4 
wurden bei 13,5 bis 14° 3 Stunden lang anoxybiotisch gemacht, dann 
waren alle Tiere gelihmt. Gruppe 3 wird dann sofort auf Glykogen 
verarbeitet, wihrend Gruppe 4 22 Stunden an der Luft gelassen und 
erst dann auf Glykogen verarbeitet wird. AuB8erlich tritt Erholung 
der Tiere in 114 bis 2 Stunden dabei ein. Gruppe 3, Anoxybiose, ent- 
halt in 100 g Tier 5,271 g Leber, darin 0,8540 g Glykogen und 0,4265 g 
Glykogen im Restkérper. Es haben also 100 g Tier durch Anoxybiose 
verloren 0,297 + 0,172 g Leber und 0,1125 + 0,0207 g Leberglykogen 
und 0,1649 + 0,0102 g Kérperglykogen. Gruppe 4, Anoxybiose und 
Restitution, enthalt in 100g Tier 4,644 g Leber, darin 0,723 g Leber- 
glykogen und im Restkérper 0,5696 g Glykogen. In der Restitution 
hat demnach 100g Tier verloren 0,627 + 0,172 g Leber und 0,0817 
+ 0,0207 g Leberglykogen, der iibrige Kérper aber hat 0,1431 + 0,0102 g 
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Glykogen gewonnen. Das Gesamtergebnis ist: 100g Tier enthalten 
1,558 + 0,0309 g Glykogen. Sie verlieren durch Anoxybiose 0,2774 
+ 0,0309 g Glykogen und nehmen in der Restitution 0,0614 + 0,0309 » 
zu. Die Zunahme in der Restitution ist also mit einem Fehler von 
50 Proz. behaftet. Sie betrigt nur 3,7 Proz. des anfanglichen Glykogen- 
gehaltes und 22 Proz. der anoxybiotischen Glykogenabnahme. Ein 
entsprechender Versuch wurde am 20. Juli 1922 angestellt. 60 weib- 
liche Eskulenten, die vor 14 Tagen geliefert waren, wurden in je vier 
Gruppen geteilt, welche 469, 477, 480 und 473g wogen. Die erste 
und die vierte Gruppe wurden mit einem Intervall von 24 Stunden 
analysiert. Die Gruppe 1 enthielt in 100g Tier 2,274 g Leber, darin 
),050 g Glykogen. Im Kérper 0,3924 g Glykogen. Die Gruppe 4 ent- 
hielt in 100g Tier 2,42 g Leber, darin 0,0481 g Glykogen, im Kérper 
03343 g Glykogen. Als Mittelwert ergibt sich in 100g Tier 2,347 
+ 0,073 g Leber, darin 0,0493 + 0,0012g Glykogen. Im Kérper 
(),3634 + 0,0311 g Glykogen. Gruppe 2 enthielt nach 1 Stunde und 
10 Minuten Anoxybiose bei 18° (simtliche Tiere véllig gelahmt) in 
100 g Tier 2,356 g Leber, darin 0,01446 g Glykogen, im Kérper 0,1749 g 
Glykogen, durch Anoxybiose hatten die Tiere bei unverindertem 
Lebergewicht demmach verloren 0,0348 + 0,0012g Leberglykogen 
und 0,1885 + 0,0031 g Kérperglykogen. Gruppe 3 blieb nach 1 Stunde 
und 10 Minuten Anoxybiose bei 18 bis 20° 24 Stunden an der Luft, 
wurde dann auf Glykogen analysiert. Nach 114 Stunden traten bei 
fast allen Tieren Kehldeckelbewegungen auf, doch blieben sie, auf 
den Riicken gelegt, in dieser Stellung liegen. Nach 3 Stunden sitzen 
alle, bis auf zwei, in normaler Haltung und atmen stark. Am nichsten 
Morgen verhalten sich alle véllig normal. Die Analyse ergab in 100 g 
Tier 2,289g Leber, darin 0,0148g Glykogen und 0,3344g Kérper- 
glykogen. Demnach hatte in der Restitution auf 100 g Tier die Leber 
zugenommen um 0,003 + 0,0012 g Glykogen, der Kérper um 0,1595 
+ 0,0311 g Glykogen. Die Gesamtinderung pro 100g Tier, in denen 
am Anfang des Versuches 0,4127 + 0,0323g Glykogen enthalten 
waren, betrigt in der Anoxybiose eine Abnahme um 0,2233 + 0,0323 g 
tlykogen und eine Zunahme in der Restitution von 0,1628 + 0,0323 g 
Glykogen. 

In der Tabelle I sind die beiden Versuche noch einmal iiber- 
sichtlich zusammengestellt, alle Zahlen beziehen sich auf 100g Tier. 
Diese beiden neuen Versuche stimmen mit den friiher angestellten 
gut iiberein. Es ergibt sich wiederum, daB bei Anoxybiose des ganzen 
Tieres der gréBere Teil des Glykogens in den Muskeln schwindet. Im 
Mittel der drei friiheren Winterversuche gingen 30 Proz. der gesamten 
Glykogenabnahme in der Leber verloren; jetzt fand sich im Winter- 
versuche, daB 40 Proz. in der Leber zum Mociuat kamen, wahrend 
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Tabelle I. 
| re ‘Anderung des Glykogens in 100g Tier 
Leber K6rper Leber u. Kérper | Datum 
g 8 g 
Anderung durch 
_ Anoxybiose. . . .| —0,1125 — 0,1649 — 0,2774 | 14—16. XT. 
Anderung durch | 1921 
Restitution . . . ./) —0,0817 | +0,1431 + 0,0614 
Anderung durch 
_ Anoxybiose. . . . —0,0348 | —0,1885 — 0,2233 | 20—21. VI. 
Anderung durch 1922 
Restitution... . +0,0033 | + 0,1595 +. 0,1628 


bei der glykogenarmen Sommerleber sogar nur 15 Proz. des gesamten 
Glykogenverlustes in der Leber verschwinden. Man sieht also ebenso 
wie in den friiheren Versuchen, daB genau das Gegenteil der Meyerhof schen 
Deutung meiner Versuche in Wirklichkeit vorhanden ist. Zwischen 
meinen und Meyerhofs Befunden iiber die Neubildung des Glykogens 
in der Restitution besteht jetzt keine Differenz mehr. Die Resynthese 
des Glykogens im Muskel bei der Restitution ist in der Tat ganz un- 
abhiingig von der Jahreszeit. Diese Glykogenzunahme im Muskel wird 
aber im Winter dadurch verdeckt, daB dann das Leberglykogen auch in 
der Restitution weiter schwindet. Dadurch wird die Gesamtdénderung 
des Glykogens in der Restitution so verkleinert, daB sie den Fehlergrenzen 
meiner Versuchsanordnung sehr nahe kommt, in manchen Fiillen in sie 
fallt. Dagegen ergibt der Vergleich des anoxybiotischen Glykogen- 
verlustes mit der mittleren Milchsiure- und Zuckerbildung (wie sie 
in der vorausgegangenen Abhandlung ermittelt wurde), daB bei der 
Anoxybiose des ganzen Tieres im Muskel nicht nur so viel Glykogen 
schwindet, als Milchsiure entsteht, sondern mehr. Es wird auBerhalb 
der Leber mehr Glykogen hydrolysiert, als in Milchsiure tibergefiihrt 
wird. Der Mittelwert der Sommerversuche ergibt eine Milchsiure- 
bildung von 137,5 mg und eine Zuckerbildung von 80,4 mg pro 100g 
Tier in 24, Stunden. Daraus berechnet sich ein Glykogenverlust (als 
Glucose berechnet) von 218 mg pro 100g Tier, davon sind 37 Proz. 
Traubenzucker geworden. Da wir sahen, da im Sommerversuche 
15 Proz. des gesamten Glykogenverlustes auf die Leber kommen, so 
ergibt sich, daB ein betrachtlicher Teil der gefundenen anoxybiotischen 
Zuckerbildung nicht in der Leber, sondern in den Muskeln vor sich 
gegangen ist. Das gleiehe ergibt sich fiir die Winterversuche. Hier 
berechnet sich auf Grund der Ermittlung der Milchsiure- und Zucker- 
bildung, daB mindestens 50 Proz. des gesamten Glykogenverlustes 
Zucker geworden sind, wihrend nur 40 Proz. des gesamten Glykogen- 
verlustes auf die Leber kommen (dabei ist die wahre Zuckerbildung 
noch erheblich gréBer, denn in diesen Versuchen ist nur die direkte 
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Reduktion ermittelt worden, ohne vorher zu hydrolysieren). Unter 
gewissen Bedingungen wird auch am_ herausgeschnittenen Musk! 
beobachtet'), da& mehr Glykogen hydrolysiert wird, als Milchsiure 
entsteht. Es ist also keineswegs so, daB im Muskel die Hydrolyse des 
Glykogens und die Milchsiurebildung immer gleichgroB sein miissen. 
Im ganzen sieht man, da qualitativ die Vorginge im _heraus.- 
geschnittenen Organ dieselben sind wie im lebenden Tiere, quantitati, 
aber finden sich sehr betrichtliche Unterschiede, wie ich das schon 
vor Jahren dargelegt habe. Es ist nicht angiingig, ohne Versuche dariiber 
anzustellen, quantitativ die Vorginge im herausgeschnittenen Organ 
mit dem ganzen lebenden Tiere einfach gleichzusetzen. Falls sich im 
ixperiment quantitative Differenzen finden, diirfen diese nicht un- 
heriicksichtigt bleiben. Es mu vielmehr versucht werden, diese 
Differenzen aufzuklaren, wie das in der vorausgehenden Abhandlung 


begonnen ist. 


') Parnas und Wagner, diese Zeitschr. 61, 403. 
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Studien iiber die physiologische Bedeutung des Titans 
im P.lanzenorganismus. 


Von 
Antonin Nemee und Vaelavy Kas. 


(Aus der biochemischen Abteilung der staatlichen Versuchsanstalt fiir 
Pflanzenproduktion in Prag.) 


(Eingegangen am 27. Juni 1923.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Uber die physiologische Funktion des Titans im pflanzlichen 
Organismus ist bis heute so gut wie nichts bekannt, obschon dieses 
Element eine wichtige Komponente der Erdrinde darstellt. In der 
Reihe der Elemente, welche die Erdkruste bilden, steht Titan an der 
zehnten Stelle. Sein Prozentgehalt in der Erdrinde betriagt nach 
F.W. Clarke 0,33 Proz. und ist gréBer als der des Kohlenstoffs, Wasser- 
stoffs und Phosphors. : 


In Ackerbéden ist Titan ganz allgemein verbreitet. Sein Vorkommen 
in verschiedenen Béden verfolgten Pellet und Fribourg!) sowie spater 
Robinson, Steinkoenig und Miller*), die fanden, da Tonbéden den héchsten 
Titangehalt aufweisen. Neuestens befaBte sich Geilmann*) eingehend mit 
der Frage der Verbreitung des Titans in Béden und Pflanzen, und an der 
Hand seines reichen Versuchsmaterials fand er als Mittel fiir Ackerboden 
einen Gehalt von 0,3 bis 0,6 Proz. TiO,. Der Héchstgehalt des Titans 
nach Geilmann war im schweren Tonboden 1,008 Proz. TiO,; Robinson 
fand mit seinen Mitarbeitern im Louisa-Ton 1,51 Proz. TiO,. Geilmann 
beobachtete im Titangehalt verschiedener Béden eine gewisse GesetzmaBig- 
keit: am titanreichsten sind die Tonbéden; im Lehmboden ist ein geringerer 
Gehalt vorhanden. Noch geringere Titangehalte zeigen die Sand- und Kalk- 
béden, wahrend in reinem Sand und Kalk sehr wenig Titan vorhanden ist. 
Als vollig titanfrei konnte keiner der untersuchten Béden betrachtet werden. 

Das Vorkommen des Titans in Pflanzenorganen ist schon von alteren 
Autoren (z. B. Aderholdt, Wait, Baskerwille) nachgewiesen worden. In 
neuerer Zeit untersuchten Robinson (1. c.) mit seinen Mitarbeitern sowie 


1) Pellet und Fribourg, Bull. Assoc. Chim. Sucr. 28, 67, 1905. 

2) W. O. Robinson, L. A. Steinkoenig und C.F. Miller, U. S. Dept. of 
Agric. Bull., Nr. 600, Washington D. C. 1917. 
3) Geilmann, Journ. f. die Landwirtschaft 68, 107, 1920. 
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Geilmann (1.c.) eine ganze Reihe von Kulturpflanzen und konnten in allen 
Fallen den Nachweis von Titan erbringen. Robinson untersuchte Pflanze1- 
proben, welche direkt vom Felde genommen wurden, und fand Spuren bis 
0,017 Proz. TiO, in der lufttrockenen Substanz. Fiir eine Reihe von ver. 
schiedenen Pflanzen, die alle auf demselben Boden (mit einem Titangeha|t 
0,336 Proz. TiO,) gewachsen waren, konnte Geilmann einen sehr schwanken- 
den Titangehalt in der Pflanzenasche feststellen. Der héchste Titangeha|t 
wurde im Kartoffelkraut gefunden; Kartoffelknollen enthalten dagegen 
nur sehr geringe, aber nachweisbare Titanmengen!). Man kann die Pflanzen 
nach ihrem Titangehalt in artverwandte Gruppen zusammenstellen. Dic 
Hiilsenfriichte bilden eine Gruppe mit annahernd gleichem Titangehalt, 
ebenso auch Weizen und Hafer; dagegen muB8 man die Wiesengriser in 
eine besondere Gruppe einreihen, welche einen héheren Titangehalt als die 
Halmfriichte aufweist. 

Die physiologische Bedeutung des Titans in der Pflanze wurde 
bisher experimentell noch nicht naher untersucht. 

Samtliche Vermutungen und SchluBfolgerungen, welche man iiber die 
Teilnahme des Titans an den Stoffwechselprozessen bei der Ernahrung des 
pflanzlichen Organismus ausgesprochen hat, wurden nur von den Ergebnissen 
abgeleitet, welche bei den Studien iiber die Verbreitung dieses Elementes 
in verschiedenen Pflanzenorganen gewonnen waren. So hat T'raetta Mosca*) 
die erste Annahme iiber die physiologische Aufgabe des Titans in Tabak- 
blattern ausgesprochen. Er betrachtet Titan als einen fiir das Leben der 
Pflanze wichtigen Aschenbestandteil und glaubt, da®B es an dem Stoff- 
wechsel der Pflanzenzellen als Oxydationskatalysator teilnimmt. Geilmann 
(Il. ¢.) beobachtete, daB Titan vorwiegend in den Assimilationsorganen 
angehiuft wird, eine Tatsache, die eine weitere Stiitze fiir die Annahme 
einer oxydations-katalytischen Wirkung des Titans bei den Assimilations- 
prozessen darstellt. 


Versuche iiber den Einflu8 von Titandiingung auf die Entwicklung und 
Zusammensetzung der Pflanzen. 

In unseren Versuchen mute vor allem festgestellt werden, ob 
die Pflanzen auf eine Titandiingung reagieren, und wieweit die Intensitit 
der Resorption des Titans durch die Pflanze von dem Titangehalte 
des Bodens abhingt. Zu diesem Zwecke wurden GefaiBversuche mit 
Senf, Erbsen und Luzerne iiber die Wirkung der steigenden Diinger- 
gaben von Titansalzen im guten sandigen Lehmboden angestellt. Als 
Diingersalze haben wir zu dem Senfversuche das wasserunldsliche 
Natriumtitanat, zu den Erbsen- und Luzerneversuchen das wasser- 
lésliche titancitronensaure Natrium (TiO)Na,.C,H,O,.H,O  ver- 
wendet. Nach der erfolgten Ernte wurden die Pflanzen durch Abspiilen 
im Wasserstrome griindlich von anhaftendem Boden und sonstigen 
Verunreinigungen befreit, zwischen Filtrierpapier getrocknet und in 
reinen Papiersicken bis zur Analyse aufgehoben. 


1) Headden, Journ. Amer. Agron. 18, 162, 1921. 
2) T. Mosca, Gazz. chim. ital. 48, IIT, S. 437, 1913. 
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Titan im Pflanzenorganismus. 


Die Bestimmung des Titans in der Pflanzenmasse wurde auf 
kolorimetrischem Wege nach der Methode. von A. Weller ausgefiihrt 
(die eingehende Beschreibung der betreffenden Methoden siehe bei 
Geilmann, |. c., 8S. 109ff. und 118). Die Gelbfarbung der zu priifenden 
Lésung wurde mit der der Testlésung (zu welcher die gleiche P,O;- 
Menge wie in der analytischen Probe zugesetzt wurde) im Walpoleschen 
Kolorimeter mit blauer, mattierter Glasscheibe verglichen. 


Versuche mit Senf (Sinapis alba). 


In diesem Versuche wurde der Boden mit steigenden Mengen Natrium- 
titanat (Na,O.TiO,) gediingt. Das Salz wurde den betreffenden GefaiBen 
zu je 0,005 g, 0,01 g, 0,05 g und 0,5 g in Wassersuspension zugesetzt und 
nach drei Tagen jedes GefaB (welches 25 kg Boden faBte) mit je 2g Senf 
besat. 

Schon im ersten Entwicklungsstadium wurde der Unterschied zwischen 
den Kontroll- und Titanpflanzen bemerkbar, welcher sich hauptsachlich 
in der gréBeren Assimilationsflache der gebildeten Blatter und in ihrer 
saftigeren griinen Farbe auBerte. Die mit Titan gediingten Pflanzen ge- 
langten gegeniiber den Kontrollpflanzen friihzeitiger zur Bliite. Nach 
37 Vegetationstagen, zu einer Zeit, wo die Kontrollpflanzen in der Vollbliite 
standen und wo in den gediingten GefaiBen die Pflanzen schon teilweise 
verbliiht waren, wurden die Senfpflanzen abgeerntet. 

Die Ernteergebnisse sowie die Resultate der Analysen der Pflanzen 
sind in der folgenden Tabelle I angefiihrt: 








Tabelle I. 
Titan: (Gewicht!) | a | Asche in! : sce ON Eaten ici TiO, in 
diingung || der lufts | in d. luft- der || in der in der || 25g luft- 


Natrium: | —— trockenen| Lie wrenad Trockens in der Trocken- no Ly ned 
titanat in| ubstanz | Pflanzen | Substanz | substanz Asche | substanz Asche | Su stanz 


g | g Proz. |  Proz. || Proz. Proz. i Proz. Proz. || mg 
fl 

— | 17,0 | 8834 20,90 | 1,44 6,89 | 0,0062 | 0,0290 | 1,36 

0,02 | 17,4 | 88,79 | 21,53 1,34 6,21 0,0097 | 0.0450 | 2,15 

0,10 | 203 | 89,76 21,59 1,68 7,72 | 0,0111 | 0,0514 2,49 

0,50 | 23,0 90,12 25,58 | 1,60 6,25 || 0,0120 | 0,0471 2,72 

10 | 217 | 9058 | 21.06 | 145 | 688 | 0,0070 | 0.0335 | 1,60 


Unter dem Einflu8 der Titandiingung wurde in allen Fallen gegen- 
iiber den KontrollgefaiBen ein Mehrertrag erzielt. Die héchste Ernte 
ergab die vorletzte Titankonzentration (0,5g Natriumtitanat pro 
GefaB). Ein interessantes Bild bieten die Prozentgehalte der Trocken- 
substanz in den lufttrockenen Pflanzen, welche in direktem Verhaltnis 
mit den Titankonzentrationen steigen. Diese Erscheinung méchten 
wir mit der kriftigeren Pflanzenentwicklung sowie mit der friiheren 
Reifezeit der Pflanzen unter dem Einflu8 der Titandiingung in Zu- 
sammenhang bringen. Weiter kann man beobachten, da® parallel 


1) Mittel von drei VegetationsgefaBen. 
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586 A. Némec u. V. Kas: 


dem Prozentgehalte der Trockensubstanz in der lufttrockenen Mass. 
auch der Prozentsatz der Asche in der Trockensubstanz ansteiyi 
Der geringere Ernteertrag in der letzten Titankonzentration ist auch 
von einer Verminderung des Aschengehaltes in den trockenen Pflanzen 
begleitet. Mit steigender Titandiingung wird allmihlich auch dic 
Menge des von den Pflanzen resorbierten Titans erhéht, mit Ausnahme 
der letzten Konzentration, bei welcher die Menge des aufgenommenen 
Titans beinahe bis auf den urspriinglichen Gehalt der Kontrollpflanzen 





Abb. 1. 


zurickgeht. Allgemein kann man beobachten, da& der héchste Ertrag 
mit der gréBten Titanresorption zusammenfallt. Die Resorption des 
Titans durch die Pflanzen hat jedoch seine Grenzen; bei der Kon- 
zentration 0,5 g Natriumtitanat pro Gefai® wird bei unseren Versuchs- 
bedingungen der Optimalpunkt erreicht. 

Den Zusammenhang zwischen der Diingerkonzentration im Boden, 
dem Titangehalte in der Trockensubstanz und Asche der Pflanzen 
sowie der Hohe der Ertrige bringt die graphische Darstellung (Abb. 1). 


Versuche mit Erbsen (Pisum sativum). 


Zu diesem Versuche wurde das wasserlésliche titancitronensaure Natrium, 
(TiO) Na,.C,H,O,.H,O, verwendet, welches theoretisch 15,74 Proz. TiO, 
enthalt. Das von uns benutzte Mercksche Priparat enthielt nach 
eigener Analyse 12,60 Proz. TiO, und 9,84 Proz. H,O, somit 14 Proz. 
TiO, in der Trockensubstanz. 

In der Versuchsreihe wurden folgende Differenzdiingungen gewihlt: 
2,5g, 5,0g und 7,5¢g titancitronensaures Natrium, entsprechend 0,35 g, 
0,70 g und 1,05g TiO, pro GeféB. Der Boden wurde mit Lésungen der 
abgewogenen Salzmengen in je 100 ccm destilliertem Wasser begossen und 
am nichsten Tage mit zehn angekeimten Erbsensamen besiit. Nach 10 Tagen 
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Titan im Pflanzenorganismus. 587 
wurden in jedem GefaS nur fiinf gleichmaBig entwickelte Pflanzen gelassen, 
die tibrigen beseitigt. 

Ahnlich wie im Senfversuch zeigten sich die Differenzen schon wahrend 
der Vegetation: gréBere Assimilationsflache und saftigeres Griin der Blatter, 
friihere Bliitezeit der Titanpflanzen gegeniiber den Kontrollen. Diese 
Unterschiede waren bis zur Ernte sehr deutlich merkbar. Nach 38 Vege- 
tationstagen wurde je ein GefiB von jeder Gruppe photographiert. Die 
kraftigste Entwicklung der Pflanzen zeigte die vorletzte Konzentration 
0,7 g TiO, pro GefaB. Nach dem Abbliihen der Pflanzen, insgesamt nach 
52 Vegetationstagen, wurden die Pflanzen geerntet. 

Die Ertrage sowie die chemischen Analysen der Pflanzenasche bringen 
die Tabellen II und III. 


“Pabelle IT. 





Titandiingung i |  Trockens = - 
Titancitronens Gewicht!) der | substanzgehalt TiO, m 25g 
seures lufttrockenen | g Jufttrockenen| [!ufttrockener 
Natrium Substanz Pflanzen Substanz 
& g Proz. mg 
— 14,2 88,96 0,59 
2,5 15,2 + 89,42 1,03 
5,0 19,8 89,67 1,33 
7,5 15,7 88,74 0,89 


Tabelle III. 





Pn ol ay Proz. in der Trockensubstanz Proz. in der Asche 

pro By 33 
GefaB | 23 ||... | FeO; |, ” ve Ps FeO, Pe Tae 

“ i SiOz, + ALO; CaO | P2O5 TiO, |) SiO, + ALOs CaO | P.O; | TiO, 
— | 13,24 037 1,51 | 2,29 | 0,87 (0,0027 2,72 | 11,40 | 17,30 6,58 | 0,0204 
2,5 | 13,95 044 1,82 | 2.72 1,06 0,0046 3,15 | 13,05 | 19,50 7,60 | 0,0330 
5,0 | 12,77) 0,31 | 2,02 | 2,07 | 1,01 0,0059 2,43 | 15,82 | 16,21 7,91 | 0,0462 
7,5 | 1209 0,27 158 | 1,86 0,90 0,0040 2.23 | 13,07 | 15,38 7,44 | 0.0331 


Aus den Durchschnittszahlen der Tabelle I] kann man ersehen, 
daB die steigenden Titangaben einen giinstigen Einflu8B auf die Ent- 
wicklung der Erbse ausiibten. Den gréBten Pflanzenertrag lieferte 
die Konzentration 1,05g TiO,, wahrend die letzte Titangabe eine 
Depression im Pflanzenertrage verursachte, die aber im Vergleich 
zu den KontrollgefaiBen noch einen Mehrertrag vorstellt. Der Trocken- 
substanzgehalt steigt und sinkt mit den Ernteertrigen wie im Senf- 
versuche. Die Menge des resorbierten Titans steigt mit der wachsen- 
den Titandiingung bis zur vorletzten Konzentration, bei der das Re- 
sorptionsoptimum erreicht ist. Die gréBte Mehrernte ist durch den 
héchsten Titangehalt der Pflanzen gekennzeichnet. 

Die Menge der resorbierten Phosphorsiure und der Sesquioxyde 
wird parallel dem Titangehalte erhéht bzw. vermindert, wahrend der 


1) Mittel von drei VegetationsgefiBen. 
Biochemische Zeitschrift Band 140. 
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Kalk- und Kieselsiuregehalt der Pflanzen mit Ausnahme der erst: 
Titankonzentration andauernd sinkt. 
3 
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Abb. 2. 


Der Zusammenhang der Ernteertriige mit der Titandiingung und 
mit dem Titangehalte in der Trockensubstanz und Asche ist in Abb. 2 
graphisch wiedergegeben. 


Versuche mit Luzerne (Medicago sativa). 

Nach der Erbsenernte wurde der Boden in den VegetationsgefaBen 
aufgelockert und ohne weitere Zufuhr von Titansalzen gleichmaBig mit 
Luzerne besit. In diesem Versuche wurde also die Nachwirkung des titan- 
citronensauren Natriums auf Luzerne verfolgt. 

Wahrend der Vegetationsperiode wurden ahnliche charakteristische 
Merkmale bei den TitangefiBen wie in den friiheren zwei Versuchen fest- 
gestellt, besonders was die Farbe der Blatter anbelangt. Nach 93 Tagen 
wurde die Luzerne abgeerntet. 

In der Tabelle IV sind die Resultate der Ernteertrage und der Aschen- 
analysen aufgefiihrt. 

Auch bei der Nachwirkung wurde bei den TitangefaiBen die Ernte 
deutlich erhéht. Mit dem steigenden Titangehalte der Asche wird 
auch die Menge des Aluminiumoxyds erhéht. Die steigende Resorption 
des Titans durch die Pflanze ist von gleichzeitiger Verminderung des 
Kisengehaltes begleitet. Es scheint, als ob durch die gesteigerte Titan- 
resorption ein anderer Oxydationskatalysator der Pflanze — das 
Eisen — gewissermafen verdringt wiirde. Der Kalkgehalt wird — 
ihnlich wie im Erbsenversuche — durch steigende Titanaufnahme 
vermindert. 

Vergleichen wir nun bei den KontrollgefiBen den Titangehalt 
der drei zu unseren Versuchen gewahlten Pflanzen, so finden wir den 
héchsten Titanwert bei der Luzerne, 2,59 mg TiO, in 25g, dann folgt 
der Senf, 1,36 mg TiO, in 25g, und zuletzt Erbse, 0,59 mg TiO, in 
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25g. Die resorbierte Titanmenge steht 
im direkten Verhaltnis zu der GréBe der 
Assimilationsflache der Blatter. Je gréBer 
also die Assimilationsfliche der Pflanze, 
desto héhere Titanmengen werden von 
der Pflanze resorbiert. Fiir diese Regel- 
maiBigkeit finden wir auch schéne Belege 
in den Analysen von Geilmann (I. c.). 


Zusammenfassung. 

Unter dem EinfluB von Titandiingung 
wurden bei Senf, Erbsen und Luzerne 
bedeutende Mehrertrage erzielt. Bei der 
Optimalkonzentration des Titans wurde 
der Senfertrag (durch 0,5g des wasser- 
unléslichen Natriumtitanats) um 35,3 Proz., 
der Erbsenertrag (durch 5g wasserlés- 
lichen titancitronensauren Natrium, ent- 
sprechend 0,7g TiO, pro GefiB) um 
39,4 Proz. erhéht. Bei der Nachwirkung 
des léslichen titancitronensauren Natriums 
wurde bei Luzerne (nach Erbsen) ein Mehr- 
ertrag von 28,75 Proz. festgestellt. 

In den gediingten Pflanzen war die 
Menge des resorbierten Titans erhéht: 
bei Optimalkonzentration enthielten die 
Titanpflanzen im Vergleich zu den Kon- 
trollen bei Senf um 59,12 Proz., bei Erbsen 
um 129 Proz. und bei Luzerne (Nach- 
wirkung) um 13,73 Proz. mehr TiQ,. 

Der héchste Pflanzenertrag fallt in 
allen Versuchen mit der héchsten Titan- 
resorption der Pflanze zusammen. Der 
Prozentgehalt der Trockensubstanz in der 
lufttrockenen Pflanzenmasse erhédht sich 
im direkten Verhialtnis zu den steigenden 
Titangaben. Entsprechend der Titan- 
resorption wird auch die Menge der 
Phosphor- und Kieselsiure erhéht bzw. 
vermindert, wahrend der Kalkgehalt mit 
steigenden Titangaben andauernd sinkt. 

Der Gehalt an Sesquioxyden in der 
Trockensubstanz steigt und sinkt mit dem 





Tabelle IV. 





Titan im Pflanzenorganismus, 
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590 A. Nemec u. V. Kas: Titan im Pflanzenorganismus. 


Ernteertrage der Pflanzenmasse. Wahrend aber durch erhoéhte Tita: 
resorption der Anteil des Aluminiumoxyds steigt, wird gleichzeitig 
der Gehalt an Eisenoxyd vermindert, gleich als ob Fe durch das ver- 
mehrt resorbierte Titan ersetzt wiirde. 

Die Intensitat der Titanresorption durch die Pflanze hangt mit 
der GréBe der gesamten Assimilationsfliche zusammen: Je gréBer Kohle 
die Assimilationsflache der Pflanzenblatter, desto héhere Titanmengen 
werden von den Pflanzenzellen aufgenommen. Diese Beobachtungen 
stiitzen die ausgesprochenen Vermutungen iiber die Beteiligung des 
Titans an den Assimilationsprozessen der griinen Pflanzen, um so 
mehr, als wir feststellen konnten, daB der Oxydations- bzw. Reduktions- 
katalysator der Pflanzenzellen — das Eisen — durch gesteigerte Titan- 
resorption ersetzt werden kann. 
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Wasserstoffionenkonzentration, 
Kohlensaurégehalt und Verhiltnis von Calcium- zu Kaliumionen 
‘im kindlichen Liquor cerebrospinalis. 


Von 
Joachim Brock. 
(Aus der Universitats-Kinderklinik in K6ln.) 


(Eingegangen am 27. Juni 1923. 


Die zweifellos engen, wenn auch noch nicht véllig geklirten Be- 
ziehungen der Cerebrospinalfliissigkeit zum Nervenparenchym wiirden 
es nahe legen, ihre physikalischen und chemischen Eigenschaften bei 
der kindlichen Spasmophilie, deren Symptome doch iiberwiegend 
zentral-nervésen Ursprungs sind, niher zu studieren (wihrend bisher 
nur diesbeztigliche Untersuchungen itiber die Verhaltnisse des Blutes 
vorliegen). Doch stellt sich einem solchen Beginnen sofort das Fehlen 
von Normalwerten entgegen, wie sie fiir das Blut in den letzten Jahren 
besonders amerikanische Autoren mit Hilfe neuer mikrochemischer 
Methoden festgelegt haben. Die folgenden Untersuchungen wollen 
deshalb dazu beitragen, diese ‘Liicke auszufiillen. 

Wir gingen dabei von der Vorstellung aus, daB die verschiedenen bei 
der Spasmophilie gefundenen Veranderungen des intermediiren Stoff- 
wechsels dadurch wirken, daB sie eine Entionisierung des Calciums herbei- 
fiihren und dadurch den Quotienten Ca”/K’ verschieben. [Die Bedeutung 
auch pathophysiologischer Anderungen dieses Quotienten ist zwar bisher 
nur fiir die vegetative Innervation experimentell erwiesen worden'), doch 
liegt dies wahrscheinlich nur an den technischen Schwierigkeiten der neuro- 
muskularen und besonders zentralen Erregbarkeitspriifung.] Es galt also 
zuerst einmal, das Verhalten dieses Quotienten im normalen kindlichen 
Liquor zu studieren. 

Fiir das Kalium kann man annehmen, da seine Salze im Liquor 
total dissoziiert sind, so daB also der Gehalt an K-Ionen dem Gesamt-K- 
Gehalt entspricht. Anders verhalt es sich mit dem Calcium, dessen geringe 
Léslichkeit in Carbonatlésungen ja bekannt ist. Fiir die Léslichkeit des- 
selben in Lésungen von freier Kohlensiure und Bicarbonat hat Rona?) 
[Ca”) [HCO] 

(H’) 


mit Takahashi empirisch festgelegt. Man ist demnach in der Lage, wenn 


die Formel k = abgeleitet und den Wert der Konstanten k 


1) Trendelenburg und Goebel, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 89, 1921; 
Zondek, diese Zeitschr. 121, 1921. 
*) Diese Zeitschr. 49, 370, 1913. 




















592 J. Brock: 

man Wasserstoffzahl und Bicarbonatgehalt einer solechen Lésung ken: 
- (H"} 
ihren Ca-lonengehalt rechnerisch zu ermitteln: [Ca”™] = [HCOs] - k, 


Die Anwendung dieser Gleichung auf den dialysablen Teil des Blutkalkes 
(das sind 70 bis 75 Proz. des Gesamtgehalts) fiihrte die Autoren zu der 
Vorstellung, daB von diesem nur der durch die obige Formel berechenbare 
Wert dissoziiert (als Ca”), der gréBere Rest in iibersittigter Lésung vor- 
handen sein miisse. Man mu8 zugeben, daB die Anwendung der Gleichung 
auf physiologische Verhaltnisse insofern eine Abstraktion bedeutet, als sic 
die etwaige Wirkung anderer Faktoren auf die Ionisation des Blutkalkes, 
wie z. B. die Gegenwart der Anionen HPO,, die auf Grund klinischer Be. 
funde neuerdings hervorgehoben wird"), vernachlissigt. Da jedoch gerade 
die Méglichkeit dieser Doppelwirkung unseres Wissens noch nicht theoretisc | 
durchgearbeitet ist, wollen auch wir sie hier unberiicksichtigt lassen. Wir 
kénnen dies um so eher, als ja die neuen Untersuchungen von Brinkman 
und van Dam, welche mit ihrer Methode die Ca-Ionen im Dialysat des 
Serums direkt bestimmen, die Giiltigkeit der Ronaschen Gleichung auch 
fiir physiologische Verhaltnisse experimentell bewiesen haben?). Um mit 
ihrer Hilfe das Verhalten der Caleitumionen im kindlichen Liquor zu studieren, 
muBten also neben den Calcium-(und Kalium)-Analysen Bestimmungen 
der Wasserstoffzahl und des Bicarbonatgehalts durchgefiihrt werden. 


I. 

Uber den Gehalt der menschlichen Spinalfliissigkeit an Alkalien 
und Erdalkalien liegen in der Literatur nur spirliche Angaben vor, 
was darin seine Ursache hat, da die analytischen Methoden, welche 
es erlauben, mit kleinen Mengen (1 ccm) zu arbeiten, erst aus neuester 
Zeit stammen. 

Kummer und Minkoff (Ref. Kongr. Zentr. 22, 491, 1922) fanden bei 
Untersuchung von fiinf Fallen Ca-Werte, die wenig um 0,0052 g-Proz. 
schwankten. Weston und Hovard fanden bei Manisch-Depressiven (Anzah!| 
der Fille?) 0,0054 g-Proz. Ca und 0,013 g-Proz. K im Liquor (Ref. Phys. 
Ber. 15, 513, 1923). Héhere und stark schwankende Werte gibt M. Richter- 
Quitiner in einer jiingst erschienenen Arbeit (diese Zeitschr. 183) an, doch 
weichen auch die von dieser Autorin fiir das Serum angegebenen Zahlen 
von den sonst in der Literatur vorliegenden véllig ab. Uber den kindlichen 
Liquor habe ich keine Angaben gefunden. 

Was unsere Methodik anlangt, so bedienten wir uns, wie auch die 
vorerwihnten Autoren, der Mikromethoden von Kramer und Tisdall*), 
nachdem auch uns Vorversuche mit Testlésungen ihre erstaunliche Prazision 
gezeigt hatten: bei Gehalten von 0,0001 eine Fehlerbreite von nur 
1% Proz.! Es wurden stets Doppelbestimmungen (mit je 1cem) ausgefiihrt, 
so da®B also im ganzen 4 cem Liquor hierfiir bendtigt wurden. Es wurde 
nur wasserklarer Liquor verwendet, der auch mikroskopisch keine artefiziell 


1) Gyorgy, Jahrb. f. Kinderheilk. 1922. 

*) Koninkl. Akad. van Wetenschappen te Amsterdam 22, 762—771, 
1920,; engl. Ausgab., zitiert nach Phys. Ber. 8. 

3) Ref. betr. Ca: Phys. Ber. 7, 202 (Nachtr. 10, 254); betr. K: eben- 
daselbst 8. 581. 
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Liquor cerebrospinalis. 593 


beigemengten Erythrocyten enthielt. Trotzdem wurde der Liquor kurze 
Zeit nach der Entnahme noch elektrisch zentrifugiert. 
Die Resultate unserer Ca- und K-Bestimmungen gibt Tabelle I wieder: 


Tabelle I. 





sie : Cc K 
Nr. || Name | Alter Diagnose meer 9 Veckaltee . 
i Jahr oA mg -Proz. 
1 | F.K.| 10 Neuropat hie Normal 8,0 | 11,2 
Idiotie . e 
2 ( . 3 
2 \H.H. 9 (Lues congenita) Fast normal 5,6 108 
Liquor wasserklar, 
‘ y Meningitis 350 Zellen imecmm,_ ~- 
3 |G. B. 8 tuberculosa Pandy st. Triibung., 4,0 14,1 
Kochprb. kl. Kuppe 
~ | Frische Encephalitis Si - 9 
4 | J.B. 7 lethargica Fast normal 7,8 | 12,9 
5 | £.K.| V/,  MaBige Rachitis Normal 7,7 | 14,5 
Hydrocephalus 
6 |W.D.| 1 bei Kleinhirn- Fast normal 8.7 14,2 
tuberkulose 
o , Pachymeningitis . a ‘ 
7 | A.W. 1 haemorrhagica Normal 7.8 13,0 
8 |K.F. 1 Lues scan 52 | 135 
atens ? . 
lane Abgelaufene ie 
€ 
9 | £.8. l Kinderlahmung , “e 14,1 
10 |}R.D.i 4/, Rachitis S 5,2 | 129 


Durchschnitt: 69 | 13,1 


Da nicht ohne klinische Indikation lumbalpunktiert werden konnte, 
da andererseits Fille mit starkeren entziindlichen Erscheinungen im 
Liquor sowie alle auch nur latent spasmophilen Kinder von der Unter- 
suchung ausgeschlossen wurden, so war die Auswahl fiir uns natur- 
gemi8 beschrinkt. ,,Ganz gesunde Kinder konnten wir natiirlich 
nicht untersuchen. Aber es scheint uns aus unserer Tabelle auch gerade 
hervorzugehen, daB anscheinend die betreffenden Grundkrankheiten 
sowie die leichten entziindlichen Prozesse an den Meningen in den 
Fallen 2 bis 6 den Ca- und K-Gehalt des Liquors nicht in einer be- 
stimmten Richtung beeinflussen. Auch die hier in Frage kommenden 
Altersdifferenzen scheinen keine Unterschiede zu bedingen. Wir fiihlen 
uns infolgedessen berechtigt, die in der letzten Spalte aufgefiihrten 
Zahlen (mit alleinigem Vorbehalt wegen der relativ kleinen Anzahl 
der Falle) als normale Durchschnittswerte in Rechnung zu setzen: 
6,9 mg-Proz. Ca, 13,1 mg-Proz. K. 

Dem Werdegang der Untersuchung nach haben zuerst die niedrigen 
Kaliumwerte des Liquors unsere Aufmerksamkeit erregt. Fir das 
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594 J. Brock: 


Serum geben jetzt naimlich Petow und Siebert bei Vermeidung ein:s 
Kaliumaustrittes aus den Erythrocyten (in Ubereinstimmung mit 
den neueren Ergebnissen der beiden amerikanischen Autoren) mit 
geringer Streuung 17 mg-Proz. als Durchschnittswert an!). Da man 
nun die Kaliumsalze in den Ko6rperfliissigkeiten praktisch wohl als 
total dissoziiert ansehen kann, so wiirde der niedrige K-Gehalt im Liquor 
eine weitgehende und deshalb unwahrscheinliche Verschiebung des 
Quotienten Ca"/K’ gegeniiber dem Serum bedeuten, wenn nicht auch 
die Menge des dissoziierten Calciums im Liquor entsprechend kleiner 
ware. Dieser Gedankengang veranlaBte uns zu den Untersuchungen 
der Wasserstoffzahl und des Carbonatgehaltes im kindlichen Liquor, 
tiber die wir nun berichten wollen. 


Il. 

In der Literatur liegen hieriiber nur wenige und voneinander ab- 
weichende Angaben vor. 

Uber kindliche Verhiltnisse iiberhaupt nur in der Acidosearbeit von 
Ylppé*). Doch lassen sich dessen Zahlen nicht zum Vergleich heranziehen. 
Denn er bestimmte die Wasserstoffzahl von Liquor, den er ohne Paraffin- 
schutz stehengelassen hatte, also nach Abdunsten von freier Kohlensiure. 
Er fand so bei jungen Siuglingen p,-Werte von 8,4*), welche sich bei 
Zustainden von BewuBtseinstriibung (Intoxikation) nach der sauren Seite 
hin verschoben. Parsons und Shearer (Journ. of Physiol. 54, 1920) bestimmten 
in drei Fallen bei verschiedenen Kohlensiiure-Spannungen (elektrometrisch) 
Wasserstoffzahl und (volumetrisch) Gesamt-CO,-Gehalt des Liquors und 
berechneten daraus die betreffenden Werte fiir die natiirlichen Bedingungen. 
Sie kommen so zu Py-Werten von 7,12 bis 7,32 und Kohlensiuregehalten 
von 53 bis 63 Vol.-Proz. (bei 48 bis 64mm Hg CO,-Spannung!). Diese 
Werte gelten fiir Kérpertemperatur. In einer spiteren Arbeit [hieriiber 
liegt mir nur ein Referat ohne methodische Angaben vor*)] haben sie die 
Wasserstoffzahl im Liquor mit Indikatoren gemessen und in drei Normal- 
fallen p,-Werte von 7,3 bis 7,4 gefunden bei einer CO,-Normalitit von 
0,025 bis 0,031. Die ausfiihrlichsten Angaben (14 Falle) bringt die Arbeit 
von Klothilde Meier*). Sie bestimmte den CO,-Gehalt des Liquors bei 
steigenden CO,-Spannungen mittels des kleinen Barcroftschen Differential- 
manometers, auBerdem ermittelte sie in einer unter Paraffinschutz auf- 
gefangenen Probe die Wasserstoffzahl nach der Methode von Sérensen 
(Vergleich mit Phosphatpuffergemischen unter Verwendung von Neutralrot 
als Indikator). Zwei von ihr als ,,Norm“ hingestellte Faille hatten Wasser- 
stoffzahlen von 7,33 und 7,38 und CO,-Gehalte von 52,3 bzw. 53,4 Vol.-Proz. 
bei 39mm CO,-Spannung. Doch findet sie in einigen klinischen Fallen 
(die aber fiir die hier in Betracht kommenden Verhiltnisse héchstwahr- 
scheinlich nicht als pathologisch gelten kénnen) auch viel alkalischere 


1) Klin. Wochenschr. 1922, 8. 2172 und persénliche Mitteilung. 

*) Zeitschr. f. Kinderheilk., Orig. 14, 1916. 

8) Denselben Wert fanden auch wir kolorimetrisch in ungeschiitztem 
Liquor. 

*) Phys. Ber. 9, 550, 1922. 

5) Diese Zeitschr. 124, 137. 
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Liquor cerebrospinalis. 595 


Werte, so in einem Fall von beginnender Tabes: p, 7,58, CO,-Gehalt 
57,6 Vol.-Proz. bei 25mm CO,-Spannung. Uberhaupt erscheint uns in 
diesen Arbeiten das groBe Schwanken der p,,-Werte bemerkenswert, gegen- 
iiber dem auBerordentlich konstanten Verhalten, welches wir gefunden haben. 

Was unsere Methodik anlangt, so bedienten wir uns zur Feststellung 
der H-lonenkonzentration im Liquor des m Nitrophenols. Wir stellten 
uns aus der von den ,,Vereinigt. Fabriken f. Laboratoriumsbedarf‘ be- 
zogenen Substanz, welche nur helle Kristalle enthielt'), ,,Stammlésung** 
und ,,verdiinnte Lésung* selber her und setzten mit letzterer nach dem von 
Michaelis abgebildeten Diagramm (vgl. Praktikum, 1. Aufl., 8.34) die 
Py-Reihe an. Als Differenz zwischen den einzelnen Glaischen wahlten wir 
den Betrag von 0,05. Mit den Testlésungen wurden dann groSe Réhrchen 
fiir das kiaufliche Komparatorgestell, sowie kleine Réhrchen, die in ein 
diesem nachgebildetes kleines Modell paBten, gefiillt. Die von Leitz fertig 
bezogenen p,,-Réhrchen erwiesen sich dabei als etwas zu blaB (und ergaben 
deshalb um 0,1 zu alkalische Werte). Die von uns hergestellten Réhrchen 
priften wir dann noch durch Vergleich mit Phosphatpuffergemischen, 
die wir nach der neuesten Vorschrift herstellten?) und fanden die geringe 
Abweichung von 0,025 (um welchen Betrag unsere Réhrchen blasser waren). 

Die Entnahme des Liquors zur p,-Messung geschah in der Weise, 
daB ein mit Paraff. liquid. gefiillter kleiner Schlauch, der am anderen 
Ende mit einem fein ausgezogenen Glasréhrchen armiert war, tiber die 
laufende Lumbalkaniile gestiilpt wurde und so der Liquor in einer kleinen 
Eprouvette mit einer Marke bei 1,8 (deren Weite genau der der kleinen 
Py-Rohrchen entsprach) aufgefangen wurde. Bei einem leicht spielenden 
Hahn der Lumbalkaniile 1laBt sich der Meniskus des Liquors leicht genau 
auf die Marke einstellen. Nach Abkiihlung auf Zimmertemperatur wurden 
dann mit einer MeBpipette 0,3 der Indikatorstammlésung unter das Paraffin 
zugegeben und nun verglichen, bis das farbgleiche Réhrchen gefunden war. 
Zu diesem Zwecke wurde stets ‘auf zweierlei Weise vorgegangen. Erstens 
Vergleich der Réhrchen in auffallendem Licht gegen weien Hintergrund. 
Zweitens Vergleich im kleinen Komparatorgestell in durchfallendem Licht 
durch Blauglas hindurch. Auf diese Weise lieB sich stets eine sichere 
Entscheidung herbeifiihren. Ergab der Vergleich einen zwischen zwei 
Nachbarréhrehen (z. B. 7,50 und 7,55) liegenden Wert, so wurde inter- 
poliert und je nachdem 7,52 oder 7,53 angenommen. 

Zur Kohlensaurebestimmung in dem (auch unter Paraffin aufgefangenen) 
Liquor benutzten wir anfangs das kleine Barcrojftsche Differentialmano- 
meter, wobei wir hinsichtlich der Technik den Angaben von H. Straub 
und Kil. Meier*) folgten. Dem groBen Vorteil, daB man dabei mit Mengen 
von 0,1 arbeitet, steht (wenigstens fiir uns) der Nachteil gegeniiber, daB 
es auch nach miihseliger Einiibung der Technik und Ausschaltung aller 
Fehlerquellen nicht in allen Fallen gelingt, eine hinreichende Uberein- 


1) Vgl. die Bemerkung in der Arbeit von Michaelis und Gyemant, 
diese Zeitschr. 109, 171, 1920. 

*) Das Sdérensensche sekundire Natriumphosphat von Kahlbaum wird 
vor dem Gebrauch erst 2 Tage im Brutschrank bei 38° nachgetrocknet. 
Dann soll es genau die Zusammensetzung Na, HPO, + 2H,O haben. Wir 
bereiteten daraus mit CO,-freiem aqua dest. eine m/10 Lésung. Zu ab- 
gemessenen Proben von 10 cem fiigten wir dann n/10 HCl nach dem Dia- 
gramm von Sérensen. 

3) Diese Zeitschr. 89, 1918. 
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596 J. Brock: 


stimmung zwischen den verschiedenen Kontrollbestimmungen zu erziele: 

Wir wandten uns deshalb, als uns diese bekannt wurde, der titrimetrische: 
Bestimmung der Kohlensiure zu, die van Slyke*) kiirzlich fiir das Blutplasm 
angegeben hat und die nach seiner Angabe in ihren Resultaten den voli 

metrischen Methoden véllig entspricht. Wie wir uns iiberzeugen konnten, 
ist diese fiir den Liquor besonders geeignete Methode auBerordentlic!: 
einfach und dabei sicher (die Doppelanalysen stimmen in idealer Weise 
iiberein). Gebraucht werden dazu inklusive Kontrollbestimmung 3, wenn 
man mit halben Dosen arbeitet, 1,5 cem. 


Tabelle II. 





Gesamter C Oy: CO» 


Nr. Name Alter Diagnose No oa ay Pal Pu Gehalt ae 

Vol.-Proz. mim 

1 P.Fr. 113.  Neuropathie | Normal 7,55 B 65 27 

2) F.K.| 10, i | ‘7 7,55 B57 24 

‘ Tdiotie (con- | : o RR . 

$i. H.|  9., genitale Lues) Fast normal | 7,55 B 61 26 

4 Derselbe 1/, Jahr spater ¢ = 7,55 | 0,025n— 56; 24 

5 A.Sch, 10M. diphthorie | Normal 7,55 | 0,023n—=52| 22 

wks | Lues congeni- eae 

6) M.G.|10 , ‘alts teteie “ 7,53 0,023n 52, 23 

7. H.F.| 8, | Bronchitis . 7,50 0,023n = 52) 24 
Manifeste Spas- 

8 E.H. 2 J. mophilie (Mon- a 7,55 0,027n— 60! 26 
golismus) 

9/L.8.|1/,,| Rachitis | 7,50 0,021In—47| 23 


” 
Liquor leicht 
10/ J.B.) 9M, Pneumokokken- -orriibt, 1000 | 7,35 0,017n=38! 26 
| | meninges Zellen im emm 


In Tabelle II sind nur die Falle zusammengefaBt, in denen wir 
Wasserstoffzahl und CO,-Gehalt bestimmt haben. Was py-Messungen 
allein anlangt, so verfiigen wir schon iiber 18 Fille und haben, obgleich 
solche in BewuBtlosigkeit oder Kriimpfen darunter waren, nie ein 
Uberschreiten der py-Breite 7,50 bis 7,55 gefunden2). Dieser Wert 
bedeutet einen bemerkenswerten Unterschied gegeniiber dem Blut- 
serum, in dem die Wasserstoffzahl etwa 7,35 betriigt. Der Liquor 
weicht also durchschnittlich um 0,17 nach der alkalischen Seite ab. 

Wir méchten hier auf eine Unstimmigkeit hinweisen. Hasselbach*) 
gibt an, daB unter gleichbleibendem CO,-Druck bei 18° die Wasserstoffzah! 


von Bicarbonatlésungen um 0,12, von Serum um 0,1 saurer wire als bei 
38° (wihrend Blut wegen der Pufferwirkung des Himoglobins keinen 


1) Studien iiber Azidosis, XVIII. Journ. of biol. Chem. 52, 1922; Ref. 
Phys, Ber. 15, 259, 1923. 

2) Mit Ausnahme des Falles von eitriger Meningitis (Nr. 10). 

8) Vgl. die grundlegende Arbeit dieser Zeitschr. 78, 1917. 








Unte 
die 
in de 
Mich 
cefak 
der 7 
Zahl 
prift 
die ( 
Rohi 
Unte 
konn 
fests 
Bere 
Seite 
der 

bezie 
angi 


Kin 
diirf 
also 
inte: 
ihre 
schl 
anfi 
Azit 
Men 
mit 
Hie 
loke 


von 


Wi 
als 

hau 
saft 
Rec 
dur 








ler 
he I 
sr) 


hu 


lic} 


Ise 


enh 





ro be Seeae gna 2 











Liquor cerebrospinalis. 597 


Unterschied zeige). Er findet also, daB bei der niedrigeren Temperatur 
die geringere Dissoziation der Kohlensiure ihrer stirkeren Absorption 
in der Lésung nicht ganz die Wage halt. Allerdings fiihrt er an, daB 
Michaelis und Rona bei Erwarmung derartiger Lésungen im Elektroden- 
gefiS keinen Unterschied im p,, bei der Gaskettenmessung gegeniiber 
der Zimmertemperatur fanden. Da diese Frage fiir die ‘Deutung unserer 
Zahlen wichtig ist, so haben wir sie fiir den Liquor in mehreren Fallen ge- 
priift, indem wir nach der ersten bei Zimmertemperatur erfolgten Ablesung 
die (mit Paraffin. liquid. tiberschichteten und mit Indikator beschickten) 
Réhrechen auf dem Wasserbade oder im Brutschrank auf 38° erwirmten. 
Unter Beriicksichtigung des Temperaturkoeffizienten!) des Indikators 
konnten wir nie eine Verschiebung des p,, nach der alkalischen Seite hin 
feststellen. Er blieb sich gleich oder wurde um einen allerdings noch im 
Bereich des Ablesungsfehlers liegenden Betrag (0,02) sogar nach der sauren 
Seite verschoben. Dies hat uns veranla8t, bei unseren Berechnungen mit 
der Hasselbachschen Formel, die sich hier alle auf Zimmertemperatur 
beziehen, den Wert fiir py, gegeniiber 38° nicht um 0,1 (wie Hasselbach 
angibt), sondern-um 0,2 héher anzusetzen. 

Was die Kohlensiurewerte betrifft, so liegen sie bei den alteren 
Kindern, die schon ein dem Erwachsenen ahnliches Verhalten zeigen 
diirften, durchweg etwas héher (Fall 1 bis 4), ein Verhalten, welches 
also dem im Blutplasma entspricht. Fiir das uns hier am meisten 
interessierende Siauglingsalter geben ein Beispiel Fall 5, 6 und 7 mit 
ihrem iibereinstimmenden Wert von 52 Vol.-Proz. Fall 8, 9 und 10 
schlieBlich sind pathologische Fille, die wir nur des Vergleiches halber 
anfiihren: eine maBige Alkalose bei manifester Tetanie (8), eine maBige 
Azidose bei Rachitis (9), und die ganz aus der Reihe fallende eitrige 
Meningitis (10), die besonderes Interesse gewinnt durch Vergleich 
mit dem letzten Fall von Kl. Meier, einer Meningokokkenmeningitis. 
Hier wie dort eine unkompensierte (héchstwahrscheinlich durch den 
lokalen entziindlichen ProzeB hervorgerufene und auf den Liquor 
beschrinkte) Azidose, bei der also die CO,-Spannung nicht entsprechend 
der Verdriingung der gebundenen Kohlensiure abgenommen hat, so 
daB es zu einer bedeutenden Verschiebung der aktuellen Reaktion 
nach der sauren Seite gekommen ist. 

Die Werte fiir die CO,-Spannung sind nach der bekannten Formel 
von Hasselbach ausgerechnet und liegen entsprechend dem alkalischeren 
pu natiirlich bedeutend niedriger als die fiir das Blutplasma bekannten. 
Wir hatten voriibergehend auch an eine andere Méglichkeit gedacht, 
als uns namlich die englischen Arbeiten bekannt wurden, welche be- 
haupten, da in kohlensiurehaltigen Fliissigkeiten, wie den Kérper- 
siiften, die mit der Gaskette erhaltenen py-Werte (wegen teilweiser 
Reduktion der Kohlensiure an der Platinelektrode zu Ameisensaure) 
durchschnittlich um 0,2 zu niedrig liegen gegeniiber dem richtigen 


1) Vgl. die diesbeziigliche Formel im Praktikum von Michaelis. 
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kolorimetrischen Werte (vgl. Evans, C. Lovatt, Journ. of Physiol. 54 
1921, Ref. Phys. Ber. 8, 7). Dieser Behauptung, die in Deutschland 
unseres Wissens noch nicht nachgepriift worden ist, sind zwar schon 
Cullen und Hastings auf Grund -erneuter Untersuchung entgegen- 
getreten (Journ. of biol. Chem. 52, 1922; Phys. Ber. 16, 3). Immer- 
hin hielten wir es angesichts unserer, gegeniiber den elektrometrisch 
ermittelten Standardwerten des Blutes ziemlich alkalischen py-Werten 
fiir notwendig, die Frage selber zu priifen. Und zwar auf folgende 
Weise: Die Werte der Hasselbachschen Formel sind elektrometrisch 
festgelegt. Setzt man deshalb einen kolorimetrischen py-Wert ein 
und ist dieser wirklich gegeniiber dem elektrometrischen um 0,2 zu 
alkalisch, so muB man falsche Resultate erhalten, z. B. wenn man dic 
CO,-Spannung berechnet, zu viel zu geringen Spannungen kommen. 
Dies la8t sich aber sofort feststellen, wenn man einmal die C O,-Spannung 
festlegt und sie so hoch wahlt, daB sie dem fraglichen elektrometrischen 
(um 0,2 niedrigeren) py-Werte entsprechen wiirde. Erhalt man bei 
dieser Kohlensiurespannung wieder den alten (um 0,2 zu alkalischen) 
Wert, so ist damit die Diskrepanz zwischen Gasketten- und Indi- 
katorenmessung bewiesen, und nur wegen dieser ergab die von dem 
kolorimetrischen py ausgehende Rechnung die (zu) niedrige CO,- 
Spannung. Von diesem Gedankengange aus haben wir in drei Fallen 
Liquor, welcher unsere iiblichen py-Werte ergeben hatte, hinterher 
in einer kleinen Apparatur nach van Slyke (vgl. Pincussen, Mikro- 
methodik, 1. Aufl., 8. 108) mit Atemluft gesittigt (etwa 40mm Hg CO,- 
Spannung) und in dieser Probe dann nochmals das py bestimmt: 
es war in allen drei Fallen um iiber 0,2 nach der sauren Seite ver- 
schoben! Dies spricht also gegen die Evanssche Theorie und bekraftigt 
gleichzeitig unsere py-Messungen iiberhaupt (Tabelle III gibt eine 
Ubersicht iiber zwei von diesen Fiillen). 
Tabelle III. 





Pu CO»-Gehalt CO.Spannung mm Hg 
gemessen 
gemessen_berechnet gemessen | berechnet 
Vol.-Proz. mm mm 
1. a) Nativer Liquor 
unter Paraffin. liquid. —_7.55 — 60 — (23) 
b) Nach Sattigung Frags 
mit Atemluft ....) 7,30 (7,33) etwa6l!) — etwa 40 - 
2. a) Nativer Liquor we 
unter Paraffin. liquid. 7,55 ~- 48 — (20) 
b) Nach Sattigung Bas 
mit Atemluft. ... 7,28 | (7,25)  etwa49') — etwa 40 — 
<- 


1) Da bei unserer (in +/,, ccm eingeteilten) Biirette, der wir uns zur 
titrimetrischen CO,-Bestimmung bedienten, 1 Tropfen annihernd 1 Vol.- 
Proz. CO, entsprach, konnten wir nicht auf Bruchteile titrieren. 
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Liquor cerebrospinalis. 


Ill. 


Es bleibt uns jetzt noch iibrig, zu untersuchen, was die Zahlen 
unserer Tabelle IT fiir die Ionisation des Calciums in der Spinalfliissigkeit 
bedeuten. Da es uns ja hauptsichlich auf das Siuglingsalter ankommt, 
so nehmen wir hier, indem wir uns an die Faille 5, 6 und 7 halten, als 
Durchschnittswerte py 7,53 und 52 Vol.-Proz. Gesamt-CO,. Bei 
diesem py entsprechen letztere etwa 49 Vol.-Proz. gebundener CO,, 
d. h. HCO, ist etwa 0,022normal. Wir bekommen also folgende 
3.10-8 
0,022 - 
bzw. 0,0019 g-Proz. Demgegeniiber kénnen wir im kindlichen Serum 
nach den van Slykeschen Durchschnittszahlen (vgl. Pincussen, 1. c.), 
bei einem py von 7,35, 56 Vol.-Proz. Gesamt-CO, annehmen. Hiervon 
sind 52 Vol.-Proz. gebunden, die Bicarbonatkonzentration ist also 
0,023 normal. Berechnen wir aus diesen Zahlen den [onisationsgrad 
4,5.10-8 
~ 0,023 
350. Das ergibt fiir Ca”: 0,00068 molar bzw. 0,0027 g-Proz. Die 
Durchschnittswerte des Kaliums betrugen im Serum 0,017 g-Proz., 
im Liquor 0,013 g-Proz. Wiirde dem niedrigeren Kaliumwerte im 
Liquor ein entsprechend geringerer Ca-Ionengehalt gegeniiberstehen, 
so miBten wir im Liquor 0,0020 g-Proz. Ca” erwarten. Gefunden 
haben wir 0,0019 g-Proz. Also eine sehr gute Ubereinstimmung. 


Gleichung: [Ca”] = - 350. Das ergibt fiir Ca”: 0,00048 mol. 


des Calciums im Serum, so erhalten wir die Gleichung: [Ca”] = 


Zusammenfassung. 
Im unter Paraffin aufgefangenen Liquor von Kindern im Alter 
von 3/, bis 10 Jahren lag pg, mit m Nitrophenol als Indikator gemessen, 
bei 18° zwischen 7,50 und 7,55. (Denselben Wert erhalt man bei 38°.) 
Der Gesamt-CO,-Gehalt des Liquors betrug bei Sauglingen 
52 Vol.-Proz. 
Die Durchschnittswerte fiir Kalium betrugen 13,1 mg-Proz., fir 
Calcium 6,9 mg-Proz. 
Es wird wahrscheinlich gemacht, daB das Verhiltnis der Calcium- 
ionen zu den Kaliumionen dasselbe ist wie im kindlichen Blutserum 
(im Liquor betrigt der Wert fiir Ca” 0,0019 g-Proz.). 
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Uber die Bedeutung der Strahlenabsorption 
fiir das Zustandekommen der biologischen Réntgenreaktion »). 


Von 
Eugen Petry. 
(Aus dem Zentralréntgeninstitut®) des Landeskrankenhauses Graz.) 


(Eingegangen am 30. Juni 1923.) 


Die von Grotthus und Draper entdeckte Beziehung zwischen 
selektiver Absorptionsfihigkeit einer lichtempfindlichen Substanz fiir 
Strahlen bestimmter Wellenlinge und der — identischen — Lage des 
Maximums der photochemischen Wirksamkeit fiir die betreffende 
Reaktion kann allenthalben durch Versuche mit spektral zerteiltem 
Tageslicht oder mit Tageslicht, das durch Vorschaltung von kiinstlichen 
Farbenfiltern bestimmter Spektralgebiete beraubt ist, zum Ausdruck 
gebracht werden: Nur die zur Eigenfarbe der Substanz komplementdren 
Strahlungsbereiche erweisen sich als wirksam, da auch nur sie zur Ab- 
sorption gelangen. Derartige Versuchsanordnungen haben sich auch 
wiederholt zur Eruierung des eigentlichen lichtempfindlichen Bestand- 
teiles in Reaktionsgemischen benutzen lassen (Goldberg (1), Winther (2, 3). 

Der gleiche Zweck kann hiufig durch Ersatz des Farbenfilters 
durch eine entsprechend dicke Schicht der lichtempfindlichen, gefdrbten 
Substanz selbst oder des Reaktionsgemisches erreicht werden. 

Nach Draper (4) haben ahnliche Versuche Marchand (5) (Eisenchlorid 
und Oxalsiure), Goldberg (1) (Chromsiure und Chinin), Luther und Weigert (6) 
(Anthracen), Tappeiner (7) (Eosin) u. a. ausgefiihrt und mit dieser Ver- 
suchsanordnung Tageslicht bzw. Kohlenbogenlicht seiner photochemischen 
Wirksamkeit fiir die beztigliche Reaktion zu berauben vermocht. 

Das Gelingen dieser Versuchsanordnung hat jedoch zur unbedingten 
Voraussetzung, eine hinreichende GréBe der Lichtabsorption der be- 
treffenden Substanz bzw. eine entsprechende Relation zwischen Ab- 
sorption und chemischer Wirksamkeit der Strahlen. Ist die letztere 


1) Eine vorlaufige Mitteilung der Ergebnisse findet sich in der Wiener 
klin. Wochenschr. 1923, Nr. 21. 
*) Zufolge Beschlu8 der Abbaukommission aufgelést seit 1. Marz 1923. 
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unverhiltnismaBig gréBer als die erstere, so liBt sich das Grotthus- 
Drapersche Gesetz durch diese Versuchsanordnung nicht zum Ausdruck 
bringen. 

So erwiesen sich z. B., Plotnikow (8), fiir die photochemische Oxydation 
der JH in Versuchen mit (andersartigen) Farbstoffiltern nur die blauen 
Strahlen als erregend; gleichwohl gelang es nicht, durch Vorschaltung 
einer Schicht des Reaktionsgemisches oder der J H-Lésung die Wirksamkeit 
des Tageslichtes zu schwiachen. In Ubereinstimmung damit war das 
Reaktionsgemisch farblos, und nicht, wie es einer selektiven Absorption 
fiir Blau entsprechen wiirde, gelb gefairbt: es entsprach hier eben einer 
minimalen, auch optisch gar nicht zwm Ausdruck kommenden und in Vor- 
schaltversuchen sich nicht geltend machenden Absorption eine bedeutende photo- 
chemische Wirksamkeit (Plotnikow). 


Von Weigert (9) (dort auch seine tibrigen Originalarbeiten) wurde 
ein derartiges MiBverhaltnis zwischen Absorption und Wirksamkeit 
als charakteristisch fiir eine bestimmte Klasse von Lichtreaktionen — 
die katalytischen — angesprochen [s. dariiber auch Sheppard (10), 
S. 152]. 


Bei diesen erscheint namlich die vom photochemischen System chemisch 
umgesetzte Lichtenergie nicht (wie bei andersartigen Lichtreaktionen) 
,stéchiometrisch“ auf der rechten Seite der Gleichung (im héheren Energie- 
inhalt der Reaktionsprodukte), sondern sie wird lediglich zur Anbildung 
eines Katalysators verbraucht, durch dessen katalytische Wirksamkeit 
die (energiedrmeren) Reaktionsprodukte aus den Ausgangsstoffen auf rein 
chemischem Wege (s. Nachwirkung!) entstehen. In den quantitativen Be- 
ziehungen zwischen der zur Herstellung der wirksamen Menge dieses 
Katalysators notwendigen Abserption von Lichtenergie und dem stéchio- 
metrischen Endeffekt des ganzen Vorgangs (in Plotnikows Falle also der um- 
gesetzten Menge JH) driickt sich das bekannte quantitative Umsetzungs- 
verhialtnis aller Katalysatoren zu ihren Substraten aus: dieses schiebt sich 
hier also gewissermafen als vergréBernder Storchschnabel zwischen ab- 
sorbierter Lichtmenge und chemischen Effekt ein. ,,Die Mengenainderungen 
in der beobachteten chemischen Reaktion kénnen von einer ganz anderen 
GréBenordnung sein wie die durch die primiére Lichtwirkung verursachten 
Mengeninderungen, so daB zu dieser Klasse von Vorgiingen die ungeheuer 
lichtempfindlichen Prozesse ... gehéren‘‘ (Weigert, 1. ¢., 8. 42). 

Auf andere Moéglichkeiten des Zusammenhanges zwischen primirer 
Lichtwirkung und stéchiometrischem Endeffekt des Gesamtvorganges, 
welche das gleiche MiBverhiltnis zwischen der GréBe der Absorption und 
des chemischen Effekts involvieren miissen, wie es bei den katalytischen 
Reaktionen vorkommt, hat jiingst Nernst (11) hingewiesen. 


Die Verfolgung des Einflusses vorgeschalteter Filter auf den chemischen 
Effekt eines sonst wirksamen Strahlengemisches hat sich somit im Bereiche 
der aktinisch-photochemischen Erfahrungen als ein wertvolles experimen- 
telles Hilfsmittel erwiesen, welches gewisse Aufschliisse iiber die Art des 
untersuchten Lichtvorganges sowie iiber die Frage, welcher der Reaktions- 
teilnehmer eines Gemisches der eigentlich lichtempfindliche Bestandteil 
ist, zu gewdhren vermag. 
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Selektive Einfliisse spielen nun auch bei der Absorption der Réntgen- 
strahlen eine quantitativ bedeutsame Rolle. Es liegt daher nahe, an- 
zunehmen, das dieser selektiven Absorption der Réntgenstrahlen ein 
ahnliche photochemische Bedeutung zukomme, wie sie fiir die aktinische 
Lichtchemie durch das Grotthus-Drapersche Gesetz festgelegt ist: 
demnach wire es méglich, daB auch bei der biologischen Réntgen- 
reaktion die selektive Absorption eines besonders lichtempfindlichen 
Gewebsbestandteiles eine Rolle spielt. 

In diesem Zusammenhange erscheint es wichtig, daB das Gewebe 
neben den die Hauptmasse bildenden, Réntgenstrahlen nur wenig ab- 
sorbierenden Grundstoffen, Elemente von wesentlich héherem Ab- 
sorptionsvermégen (Fe, Mn, J) in sehr niedriger Konzentration enthilt. 
Da nun insbesondere die beiden erstgenannten Elemente sich durch 
die bekannten Untersuchungen von C. Neuberg (12) als hervorragende 
chemisch wirksame Lichtenergieiibertriger fiir sichtbare Lichtstrahlung 
erwiesen haben, so habe ich bereits vor Jahren (13) darauf hingewiesen, 
daB diesen Elementen bei der Réntgenschidigung des Gewebes die 
Rolle sensibilisierender Farbstoffe zufallen kénnte. 

Die Frage nach der Beteiligung der selektiven Absorption am Zu- 
standekommen der Réntgenschidigung schien mir nun einer direkten 
experimentellen Priifung zugdnglich, wenn es gelang, die eben dargelegte, 
bei aktinisch-photochemischen Untersuchungen bewdhrte filteranalytische 
Methode in den Dienst der réntgenbiologischen Fragestellung zw stellen. 

Freilich diirfen wir dabei hinsichtlich der Beweiskraft solcher Versuche 
— besonders beziiglich der Frage nach der Natur des photochemischen 
Vorganges — keine zu weitgehenden Erwartungen hegen: dazu fehlen 
uns vorerst alle Grundlagen der Beurteilung, denn wir wissen nicht, ob 
unsere von der aktinischen Photochemie tibernommenen Vorstellungen 
ohne weiteres auf chemische Lichtwirkungen der Réntgenstrahlen iiber- 
tragen werden diirfen. Vor allem wissen wir (mangels jedweden experi- 
mentellen photochemischen Materials) nicht, ob das Grothus-Drapersche 
Gesetz auch fiir die Réntgenwirkungen strenge Giiltigkeit besitzt. Die weit- 
gehenden Unterschiede in den Absorptionsverhiltnissen beider Strahlungen 
(besonders hinsichtlich der Fluoreszenzerscheinungen) kénnten sich dabei 
immerhin geltend machen. Gewisse experimentelle Ergebnisse stiitzen 
diese Annahme einigermaBen, so z. B. die von Holthusen (14) auBer Zweifel 
gestellte Existenz einer physikalischen Sensibilisierung, ganz besonders 
aber der von diesem Autor erbrachte Nachweis, daB an deren Zustande- 
kommen nur die Elektronenemission aus dem Zusatz beteiligt sei, daB 
also die von einem beliebigen zugesetzten schweratomigen Stoff (dessen 
Hochfrequenzspektrum auch in keinerlei Beziehung zur photochemisch 
wirksamen Wellenlange zu stehen braucht) emittierte Elektronenstrahlung 
den photochemischen Effekt zu erhéhen imstande ist, und derartige Befunde 
lassen einen Zweifel an der strengen Giiltigkeit des Grothus-Draper-Gesetzes 
fiir die Réntgenstrahlen berechtigt erscheinen. 

Wir diirfen daher von unseren Versuchen von vornherein keine so 
zwingenden Entscheidungen, wie etwa bei analogen Versuchen mit 
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aktinischem Licht erwarten, sie konnen vielmehr nur orientierenden Charakter 
haben. Trotzdem schien sich mir ihre Inangriffnahme auch aus ander- 
weitigen Gesichtspunkten zu lohnen. Denn der Nachweis einer derartigen 
schiitzenden Filterwirkung von Gewebsbéstandteilen konnte bei weiterer 
Verfolgung (durch Fraktionierung und Isolierung des wirksamen Bestand- 
teils) zur Hruierung des lichtempfindlichen Gewebselements fiihren. 

Solche Méglichkeiten konnten auch eine gewisse praktische Bedeutung 
bekommen, insofern dadurch die Sensibilisierungsfrage eine Férderung er- 
fahren konnte. Andererseits konnte dadurch auch die selektive Absorption 
der Réntgenstrahlen in den Dienst des Réntgenschutzes gestellt werden 
und ein Strahlenfilter gewonnen werden, welches nach Analogie des roten 
Dunkelkammerglases eine reinere Aussonderung der gewebsschidigenden 
Strahlen von den auf Platte und Schirm wirksamen erméglichen wiirde als 
unsere bisher verwendeten Metallfilter (protrahierte Durchleuchtungen und 
wiederholte Aufnahmen!). 

Eine unmittelbare Ubertragung der Versuchsanordnung von Draper, 
Tappeiner usw. — die Vergleichung wnfiltrierten Lichtes mit einer 
Strahlung gleicher spektraler Zusammensetzung und Intensitiét, in 
deren Gang jedoch eine Lésung der empfindlichen Substanz eingeschaltet 
war — muBte in unserem Falle wegen der starken kontinuierlichen 
Absorption des Wassers fiir Réntgenstrahlen, infolge deren die Strahlen 
bereits durch die Passage einer gleichdicken Schicht destillierten Wassers 
eine erhebliche Schwichung erfahren muBten, ungeeignet erscheinen. 
Wenn wir also ermitteln wollten, ob die Strahlen im empfindlichen 
Gewebe aufer der unvermeidlichen, durch Strewung und (kontinuierliche) 
Absorption im destillierten Wasser verursachten iiberdies noch durch die 
selektive Absorption bestimmter’, lichtempfindlicher Gewebsbestandteile 
eine besondere Intensitaétsverminderung erfahren, so konnte dariiber 
nur ein Vergleich der schirmenden Wirkung einer Schicht Gewebsbreis 
mit jener einer gleich dicken Wasserschicht (beziiglich der Réntgen- 
schidigung) Aufschlu8 geben. 

Aus praktischen Griinden erschien es mir nicht médglich, als Filter- 
substanz und als Testobjekt das naimliche Gewebe zu wahlen, ich war daher 
darauf angewiesen, durch Lymphdriisenbrei zu filtern und als Testobjekte 
Keimlinge zu verwenden. Da wohl kaum anzunehmen ist, da8 fiir ver- 
schiedene Gewebe verschiedenartige chemische Elemente die Lichtempfind- 
lichkeit vermitteln, so kann dem wohl kein Bedenken entgegenstehen. 

Von ausschlaggebender Bedeutung konnten dabei wohl nur mit 
harten Strahlen angestellte Versuche sein. Denn einmal werden durch 
Verwendung weicherer Strahlengemische die durch unvermeidliche 
Unterschiede in der Schichtdicke bei der Filtermasse bedingten Fehler 
unverhaltnismaBig vergréBert, andererseits durfte nicht iibersehen 
werden, daB der Gewebsbrei durch seinen Salzgehalt (und vielleicht 
auch durch organische Bestandteile) ein etwas gréBeres Absorptions- 
vermégen besitzen muB als Wasser; falls nun der kontinuierlichen 
Absorption (entsprechend unseren Ausfiihrungen) ein Einflu8 auf den 

Biochemische Zeitschrift Band 140. 39 
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chemischen Effekt zukommt, so konnte bereits durch derartige Unter. 
schiede in der kontinuierlichen Absorption eine selektive Filterwirkung 
(im Sinne unserer Fragestellung) vorgetiuscht werden, ein Fehler, 
der gleichfalls (entsprechend dem raschen Ansteigen der Absorption 
mit der Wellenlange) besonders bei weichen Strahlen zu fiirchten war. 


Die auf ihre Schirmwirkung zu vergleichenden Filtermassen (Lymyh- 
driisenbrei bzw. destilliertes Wasser) befanden sich bei meinen Versuchen 
in parallelepipedischen vollkommen metallfreien Kartonschachteln von 
genau gleichen Dimensionen (H6éhe 2,7 em, Basis 88 x 56 cm), welche durch 
Baden in heiBem Paraffin undurchlassig gemacht waren. Nach vollkommener 
Fiillung (mit sorgfaltigem Ausschlu8 von Luftblasen) wurden sie nach oben 
zu durch einen diinnsten Film abgeschlossen. Jede dieser Schachteln 
ruhte (in genau horizontaler Lage) auf einem aus einem 2,1 em hohen 
lackierten Bleistreifen gebildeten ovalen Ring, der von der von ihm ge- 
tragenen Schachtel allseits tberragt wurde. Diese Ringe lagen auf einer 
dicken Bleiglasplatte auf, so daB dadurch eine gegen von auBen (seitlich 
und unten) eindringende Sekundirstrahlen geschiitzte Kammer zur Auf- 
nahme der zu bestrahlenden Keimlinge geschaffen wurde, die nur von 
den primiren Strahlen getroffen werden konnten, welche die zur Priifung 
gelangende Filtermasse (Driisenbrei, bzw. Wasser) passiert hatten. Die 
raumliche Anordnung war derart, daB beide Kartonschachteln mit den 
Langseiten aneinandergelagert, nur durch einen Bleigummistreifen getrennt 
waren; die Keimlingsproben lagen in der Mitte der auBeren Halfte des vom 
Bleiring umschriebenen Ovals (auf feuchtem Filtrierpapier, Rafe nach unten) 
vor ibnen lag je ein Sabouwraud-Plattchen; die Réhre war mit dem Fokus 
iiber der Mitte der Trennungswand zwischen beiden Schachteln (erster 
Hauptschnitt in der Trennungswand verlaufend) ausgerichtet. Die Distanz 
zwischen Fokus und Keimlingen (bzw. Dosimeter) ist in jedem Versuche 
besonders bezeichnet. 

Die verwendeten, frisch aus dem Schlachthause bezogenen Rinder- 
lymphdriisen waren mit Schere und Wiegmesser zerkleinert worden. 
Bereits bei der Auswahl der Tiere!) war auf sorgfaltigen Ausschlu8 aller 
zu Kalkablagerungen in den Driisen fiihrender Erkrankungen geachtet 
worden, und die Durchsicht der Praparate bestiatigte die volle Erreichung 
dieses Zwecks. 

Von den verwendeten Samengattungen waren ausschlieBlich die in 
vielfachen Vorversuchen als mit konstantester Empfindlichkeit auf Be- 
strahlung reagierenden Sorten*) ausgewahlt worden. 

Die zur Verwendung kommenden Keimlinge waren im Dunkeln auf 
Filtrierpapier gezogen worden und Exemplare gleicher Wurzelliinge eines 
Keimversuchs als Versuchsmaterial verwendet, von dem ein Teil unbe- 
strahlt blieb, ein Teil unter Wasser, der Rest unterm Driisenbrei bestrahlt 
wurde. Pflanzengattung, Keimzeit und ee ist bei den einzelnen 
Versuchen angegeben. 

Die Réhrenharte (Helm-Wasserkiihirohre) wail mit Holzknechtscher 
Distanzregulierung auf der in den Versuchsberichten angegebenen Harte 


1) Wofiir sowie fiir die Uberlassung des Materials ich den Herren Ober- 
veterinarraten: Haas und Poppmaier sowie Herrn Dr. Keller besonderen 
Dank schulde. ; 

2) Siehe diese Zeitschr. 119, 29; 185, 362. 
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gehalten. Hinsichtlich der tibrigen Details der verwendeten pflanzen- 
physiologischen Technik sowie der réntgenologischen Apparatur siehe diese 
Zeitschr. 119, 28. 

Ich lasse nun die Versuchsbeschreibungen folgen. 

Versuch 1. Weizenkeimlinge vom Ende des dritten Quellungstages 
und 7 bis 8mm langer Wurzel, Fokaldistanz 18,5cm. Bestrahlung bei 
groBter technisch zulassiger Hirte (8 W) 25’ bei 2,7 MA (etwa 70 MAM). 
Unter beiden Filtern gemessene Dosis: 13 H. 

Ldnge der Exemplare nach 11 Tagen: 

Unbestrahlte Probe: 159, 178, 160, 175, 174, 160, 183, 165, 168, 183, 
165, 180, 165, 162, 176, 180, 162, 170, 194, 200, 178; Mittel: 1738 mm. 

Hauptprobe (unterm Brei bestrahlt): 42, 52, 43, 44, 57, 52, 47, 38, 
50, 45, 56, 49, 41, 43, 48, 45; Mittel: 47mm = 27 Proz. (der Unbe- 
strahlten). 

Kontrollprobe (unterm Wasser bestrahlt): 31, 38, 65, 64, 42, 42, 43, 
43, 41, 45, 38, 48, 47, 40, 36, Mittel: 44mm = 25 Proz. 

Dieser mit hirtester Primarstrahlung angestellte Versuch lat 
einen Unterschied in der Schirmwirkung beider Filtermassen nicht er- 
kennen. Ich habe daher von einer Verwendung von durch technische 
Metallfilter noch weiter gehirteten Strahlen abgesehen, habe aber 
im AnschluB daran zwei Versuche mit weicheren Strahlengemischen 
angestellt, deren Beweiskraft wir (s. oben) allerdings geringer ein- 


schitzen miissen. 

Versuch 2. Weizenkeimlinge (43 Stunden, 7 mm Wurzellinge), Fokal- 
distanz 17cm. Bestrahlung bei etwa 64% W. Dosis: 40 Minuten bei 3 bis 
4MA (etwa 140 MAM). Sabouraud-Holzknecht: unterm Brei 14 H, unterm 
Wasser 15 H. : 

Lénge der Exemplare nach 17 Tagen: Unbestrahlt (Mittel von 7 Ex- 
emplaren): 313mm. MHauptprobe (Mittel von 13 Exemplaren): 38 mm 
= 12 Proz. Kontrollprobe (Mittel von 13 Exemplaren): 38mm = 12 Proz. 

. Versuch 3. Roggenkeimlinge von 40 Stunden und 13 bis 15mm 
Wurzellinge. Fokaldistanz 17cm. Bestrahlung bei 64 W 14 Minuten 
bei 3 bis 4 MA (etwa 50 MAM). Unterm Brei 5,5 H, unterm Wasser 6 H. 

Ldnge der Exemplare nach 9 Tagen: Unbestrahlt (Mittel von 14 Ex- 
emplaren): 182mm. Hauptprobe (Mittel von 25 Exemplaren): 153 
(85 Proz.). Kontrollprobe (Mittel von 25 Exemplaren) 129 mm (70 Proz.). 

Die Einzelwerte beider Versuche zeigten untereinander die gleiche 
Ubereinstimmung wie in Versuch 1. 

Die Harte der Réhre war in allen drei Versuchen auf Grund der Relation 
zwischen angelegter Spannung (Kontaktknopf) und abgelesener Strom- 
starke nach dem Ohmschen Gesetz (Gleichrichter!) festgelegt worden. 
Die Eichung der'so erhaltenen Werte mit Hilfe des Walterschen Harte- 
messers erfolgte gelegentlich (unabhaingig von den Versuchen). 

Die Berechnung der in den drei Versuchen verabfolgten Dosen (aus den 
Milliampereminuten und der Fokaldistanz) und der Vergleich dieser Werte 
mit den in den einzelnen Versuchen unterm Filter (nach Sabouraud-Holz- 
knecht-Einheiten) gemessenen Dosen (= verabfolgte Dosis — absorbierte 
Strahlung) zeigt deutlich den Unterschied in der Penetrationskraft der 
bei Versuch 1 verwandten Strahlung gegeniiber den beiden nachfolgenden 
Versuchen. 

39* 











9 RBM SAE CREE COR PRO AET OO LOOEY IE AEETI * 


RCRA ME EH OE 











AU? OP RENEE ELEC at EIEN LET oS 











606 E. Petry: 


Der erste der beiden mit weichen Strahlen angestellte Versuch (2) 
hatte also das gleiche Ergebnis wie der mit hirtester Primarstrahlung 
angestellte Versuch 1. Nur bei Versuch 3 zeigt sich die Kontrollprobe 
starker geschidigt als die Hauptprobe. Eine wesentliche Bedeutung 
kénnen wir aber diesen geringfiigigen Differenzen mit Riicksicht auf 
die geringe Hohe der verabfolgten Dosis nicht zuerkennen. Denn, 
wie meine Erfahrungen (in Bestitigung friiherer, eingehender von 
Holthusen an Wurmeiern angestellter Untersuchungen) gezeigt haben, 
sind die individuellen Sensibilititsdifferenzen besonders bei so niedrigen 
Dosen stark hervortretend. Beriicksichtigen wir iiberdies die oben 
dargelegten, bei der Verwendung weicher Strahlen mit in Betracht 
kommenden Momente, so kénnen wir also auch in diesem Ver- 
suche keine Analogie zu den Versuchsergebnissen von Draper, 
Goldmann, Tappeiner usw. erblicken, und wir miissen vielmehr als 
Ergebnis unserer Versuche bezeichnen, dap dem empfindlichen Gewebe 
keine wesentlich stdrkere Schirmwirkung hinsichtlich der biologischen 
Strahlenwirkung als dem destillierten Wasser zukommt, welche eine (ge- 
wissermapen stochiometrische) Beteiligung der selektiven Strahlenabsor ption 
an der Reaktion beweisen wiirde, da vielmehr auch hier einer geringen 
Absorption eine bedeutende Wirkung entspricht, wie es bei den kata- 
lytischen Reaktionen des aktinischen Lichtes der Fall ist. 

Nun besitzen wir leider hinsichtlich der uns bekannten photo- 
chemischen Reaktionen wohldefinierter Substanzen (Ederlésung, Jodo- 
form) im Réntgenlichte so gut wie gar kein experimentelles Material, 
welches uns iiber die Reaktionskinetik dieser Vorginge, sowie iiber 
den Einflu8 der spektralen Zusammensetzung der Strahlen und iiber 
die quantitativen Beziehungen zwischen Absorption und _stéchio- 
metrischem Effekt hinreichend orientieren wiirde, um von ,,katalytischen 
Roéntgenreaktionen“’ sprechen zu kénnen. Dennoch spricht schon 
der durch die Formelgleichung charakterisierte Ablauf beider Reak- 
tionen aus energetischen Griinden fiir ihre Zugehérigkeit zu den kata- 
lytischen Lichtreaktionen. Andererseits kann uns — aus ahnlichen 
Erwigungen — gerade bei der an Sauerstoffanwesenheit gebundenen 
biologischen Réntgenreaktion (welche also vermutlich ebenfalls ,,arbeits- 
leistend“ verliuft) eine Zugehdrigkeit zu den katalytischen Licht- 
reaktionen nicht befremden. Nach alledem wird uns vorldufig eine 
derartige Annahme als die nichstliegendste Erklarung unserer Befunde 
erscheinen. . 

Keinesfalls besteht jedoch eine Veranlassung, aus meinen Be- 
funden zu schlieBen, daB — in Bestiitigung von Vermutungen Mara- 
glianos (15) — auch die nicht zur Absorption gelangenden Anteile der 
Strahlung einen biologischen Effekt ausiiben kénnten. Alle derartigen 
aus der Betrachtung der hohen biologischen Wirksamkeit der so wenig 
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zur Absorption gelangenden harten Strahlen geschépften Vorstellungen 
eriibrigen sich vollkommen bei gebihrender Beriicksichtigung der 
bei den katalytischen Lichtreaktionen vorwaltenden quantitativen 
Beziehungen zwischen Absorption und chemischem Effekt, durch 
welche wir erkennen, daB der minimale Anteil der einfallenden 
Strahlen, welcher zur Absorption gelangt, unter Mitwirkung der seinen 
chemischen Ertrag ins ungemessene steigernden, von Weigert, Nernst u. a. 
dargelegten Mechanismen gleichwohl ausreicht, die resultierenden 
chemischen Umsetzungen zu erkliren. Aber auch wenn wir von diesen 
Zusammenhingen keine Kenntnis besitzen wiirden, miiBte es uns 
schon im Hinblick auf den ersten Hauptsatz der Thermodynamik 
weitaus niherliegend erscheinen, daB die chemisch-biologischen Effekte 
auf Rechnung des — wenn auch noch so geringfiigigen — absorbierten 
Anteils der einfallenden Strahlung zu setzen seien, als auf Rechnung 
des das Objekt unverindert durchsetzenden Teiles. 

Im AnschluB an diese Versuche habe ich auch die andere, von 
den aktinischen Photochemikern verwandte Versuchsanordnung heran- 
gezogen, und den Einflu8 von aus Eisen-, Kalisalzen und Phosphaten 
bestehenden Filtern (Imprignation von Filtrierpapier bzw. Verwendung 
von photographischem Blaupapier), deren Dicke so gewahlt war, dai 
darunterliegende Holzknechttabletten eine eben merkliche Schwichung 
gegeniiber der frei (offen) bestrahlten Kontrollseite anzeigten, auf die 
Empfindlichkeit gepriift, konnte aber auch bei dieser Versuchsanordnung 
keine nennenswerte Schwachung der biologischen Wirksamkeit der 
Strahlen gegen Weizen durch die verwandten Filter nachweisen. 


Literatur. 
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Zur Frage des Ionenaustausches im Blut. 


Von 


Klothilde Gollwitzer-Meier. 
(Aus der medizinischen Klinik der Universitat Greifswald.) 


(Eingegangen am 30. Juni 1923.) 


Die Serumzusammensetzung erfahrt bei Anderung der Kohlen- 
siurespannung des Gesamtblutes bedeutende Umbildungen!). Dies 
hingt im wesentlichen mit Erscheinungen zusammen, die sich an der 
Grenzfliche von Blutkérperchen und Serum abspielen. Zunahme der 
Kohlensiurespannung und damit der Wasserstoffionenkonzentration 
vermindert das Potential der Grenzfliche. In den an den beiden Be- 
legungen der Doppelschicht festgehaltenen Ionen tritt ein Wechsel 
auf, der zu einem Ionenaustausch zwischen Blutkérperchen und Serum 
bzw. ihren Oberflaichen fiihrt. Bei dem Ionenaustausch wird zwischen 
Kérperchen und Serum gewoéhnlich ein reiner Anionenaustausch an- 
genommen, der in aquivalenten Verhiltnissen vor sich geht. Kénnen 
aber tatsachlich alle Verinderungen der Serumzusammensetzung bei 
einem Wechsel der Reaktion durch einen solchen reinen Anionen- 
austausch erklirt werden? Bei diesen Untersuchungen mu8 man sich 
daran erinnern, daf das Potential der Grenzfliche auch den Quellungs- 
zustand der Kérperchenkolloide beeinflu8t. Die Quellung nimmt zu 
mit Zunahme der Wasserstoffionenkonzentration im Blute und ist 
auBerdem in verschiedener Weise von den iibrigen Ionen des Suspen- 
sionsmediums abhingig. Das Quellungswasser wird dem Serum ent- 
zogen, das dadurch eine Eindickung erfaihrt. Anderungen der Serum- 
zusammensetzung gleichzeitig mit einer solchen der Kohlensiure- 
spannung sind also nur zum Teil durch den Ionenaustausch, zum 
Teil durch eine Wasserverschiebung zu erkliren. 

In den fritheren Versuchen war die Anderung der Serumzusammen- 
setzung bei verschiedenen Kohlensiurespannungen verfolgt, die Ein- 
dickung aber in den Berechnungen nicht geniigend beriicksichtigt 
worden. Es ist dazu notwendig, die Volumschwankungen des Serums 


1) Kl. Meter, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 29, 322, 1922. 
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oder der Blutkérperchen zu kennen. Als einfachste Methode erweist 
sich hierfiir die Volumbestimmung der Blutkérperchen mittels Hiimato- 
kriten. Inzwischen vorgenommene Untersuchungen iiber die Quell- 
barkeit der Blutkérperchen ergaben eine Zunahme des Blutkérperchen- 
volumens des vorher mit atmosphirischer Luft geschiittelten Blutes 
bei Erhéhung der Kohlensiurespannung auf etwa-90 mm um durch- 
schnittlich 8 Proz. des Ausgangswertes. Mit Hilfe dieser Werte kann 
die Eindickung und die auf Kosten dieser Eindickung zu setzende 
Anderung der Serumzusammensetzung berechnet werden. 


Tabelle I enthalt einen Versuch ganz analog friiheren Versuchen, 
nur mit dem Unterschied, da. gleichzeitig mit den Bicarbonat- und Cl- 
Bestimmungen Volummessungen vorgenommen wurden. Die Berechnung 
der molaren Zunahme an NaHCO, in dem unter Paraffinél von den 
K6rperchen abgetrennten Serum und der molaren Cl-Abnahme bei steigenden 
Kohlensiurespannungen ergibt eine bedeutende Differenz zugunsten des 
NaHCO,. Zieht man die Eindickung mit in Rechnung, so vermindern 
sich die Werte fiir die NaHCO,-Zunahme und erhéhen sich die fiir die 
Cl-Abnahme. Die Differenz zwischen beiden wird geringer. Trotzdem 
reicht auch nach dieser Berechnung das durch die Cl-Abwanderung an das 
Blutkérperchen freigewordene Alkali fiir die Mehrbindung an Kohlensiure 
im Serum nicht aus. Friiher war von mir die Annahme gemacht worden, 
da8 von den Blutkérperchen an das Serum abgegebene Kationen fiir einen 
Teil dieser Koblensiurebindung im Serum in Betracht kommen, da8 also - 
neben dem Anionenaustausch zwischen Blutkérperchen und Serum bei 
Anderung der Kohlensiurespannung auch ein Kationenaustausch auftritt. 
Doch ist auch die Méglichkeit zu erértern, ob auBer den Cl-Ionen noch 
andere Anionen aus dem Serum verschwinden und ihr Kation dadurch 
zur Kohlensaiurebindung verfiigbar machen, wie dies Doisy, Eaton und 
Chouke') annehmen. Wenn es nun auch wahrscheinlich ist, daB auBer 
den Cl-Ionen noch andere Anionen an die Blutkérperchen gehen, so ist 
doch die nicht durch Cl-Abwanderung freigewordene und kohlensiure- 
bindende Alkalimenge im Serum zu groB, als daB sie nur durch die Ab- 
wanderung anderer Anionen an das Blutkérperchen zu erkliren ware. 
Die aus den Cl-Verbindungen fiir die Kohlensiurebindung freigemachte 
Alkalimenge bindet nach diesen Versuchen nur etwa zwei Drittel der wirklich 
gebundenen Kohlensaéure und nach den vor kurzem mitgeteilten Versuchen 
von Mellanby und Wood?) noch weniger. Dieselben Autoren wiesen auch 
nach, daB die Alkalimenge im Serum tatsichlich zunimmt, wenn ein kohlen- 
sdurefreies Blut auf den Kohlensiuregehalt des Normalblutes gebracht 
wird. Sie ziehen daraus den SchluB, daB bei Erhéhung der Kohlensaure- 
spannung des Gesamtblutes innerhalb des genannten Spannungsbereiches 
Na aus den Blutkérperchen in das Serum iibertreten muB. 

Die Verhaltnisse sind einfacher zu iibersehen, wenn die Blutkérperchen 
statt in Serum in einer physiologischen NaCl-Lisung gewaschen und 
suspendiert werden. Vor Kohlensiurezuleitung wurde die Waschflissigkeit 
untersucht und auch das Blutkérperchenvolumen bestimmt. Die NaCl- 
Lésung enthielt keine gebundene Kohlensiure. Mit Zunahme der Kohlen- 


1) E. Doisy, E. Eaton und K. Chouke, Journ. of biol. Chem. 58, 61, 1922. 
2) J. Mellanby und C. Wood, Journ. of Physiol. 57, 113, 1923. 
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siurespannung in der Suspension stieg die Menge der gebundenen Kohlen- 
siure in der unter Paraffinél abgetrennten und dann mit Luft geschiittelten 
Waschfliissigkeit, wihrend die Cl-Menge abnahm. Berechnung der Differenz 
der molaren Konzentrationen ergab, wie beim Serum, da8 die Zunahme 
der NaHCO,-Konzentration in der Waschfliissigkeit gréBer war als der 
Abnahme der Cl-Menge entsprach. Diese Unterschiede bleiben auch bei 
Berechnung der Eindickung bestehen (Tabelle IJ). 

Bei der NaCl-Blutkérperchensuspension enthalt die AuBenfliissig- 
keit an Anionen nur Cl-Ionen. Einleitung von Kohlensaure in die 
Suspension ruft einen Anionenaustausch hervor, bei dem Cl an die 
Blutkérperchen, HCO, an das Na der Suspensionsfliissigkeit geht. 
Bestimmt worden war die Cl-Ionenkonzentration und die Menge der 
gebundenen Kohlensiure. Der letzteren entspricht eine aquivalente 
Kationenkonzentration. Da nun mehr HCO,-Ionen in der Lésung 
aufgenommen und in ihr gebunden werden als vorher Cl-Ionen, so 
kann der Ionenaustausch bei Anderung des Grenzflichenpotentials 
nicht in aquivalenten Verhiltnissen vor sich gehen. Es mu auBerdem 
auch ein Kationenaustausch stattfinden, wie dies bereits auf Grund 
der Serumuntersuchungen angenommen worden war. 
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Zusammenfassung. 


Die durch Anderung der Blutreaktion hervorgerufene Umbildung 
in der Serumzusammensetzung wird zum Teil durch einen [onen- 
austausch zwischen Blutkérperchen und Serum, zum Teil durch Wasser- 
verschiebungen erklirt. Untersuchungen am Serum ergeben, dai 
auch bei Beriicksichtigung dér Eindickung ein Anionenaustausch allein 
die Verhiltnisse im Serum nicht geniigend erklart. 

Untersuchungen an mit 0,9proz. NaCl-Lésung gewaschenen Blut- 
kérperchen ergaben, da®B bei Kohlensiurezuleitung zur Suspension 
die Cl-Konzentration der unter Paraffinédl abgetrennten NaCl-Lésung 
abnimmt und ihre Kohlensiurebindungsfahigkeit zunimmt. Die Zu- 
nahme der Kohlensiurebindungsfahigkeit der Waschfliissigkeit ist bei 
Beriicksichtigung der Volumverinderungen gréBer, als es nach der 
Verminderung des Cl-Gehaltes zu erwarten wiire. Es mu8 deshalb 
angenommen werden, daB auch ein Kationenaustausch zwischen Blut- 
kérperchen und Suspensionsfliissigkeit stattfindet. 


Vere ees 











PES OEE 





ae 


samara a ast ots SINE 





Sen ae en T Terre Tee 











ae 








te aN SES RAR ie eng 


Uber Herabsetzung 
des Blutznckers beim normalen Kaninchen durch Ergotamin. 


Von 
E, J. Lesser und K. Zip!. 
(Aus dem Laboratorium der stidtischen Krankenanstalten in Mannheim.) 
(Eingegangen am 30. Juni 1923.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 
Von Miculicich') ist gezeigt worden, daB Ergotoxin die Adrenalin- 


glykosurie beim Kaninchen aufhebt, die Adrenalinhyperglykimie beim 
Kaninchen stark herabsetzt. Fréhlich und Pollack”) haben dann ge- 
































1000 =>, funden, da Ergotoxin phosphor. in 0,005 proz. 
j ve Lésung die zuckertreibende Wirkung des Adre- 

6 j nalins an der herausgeschnittenen Froschleber 
800 + aufhebt. Neuerdings hat J. H. Burn*) ange- 
oie S$ geben, daB eine schwache Insulingabe, die 
&/ keine Krampfe hervorruft, durch vorherige 

S600 7 ~——— Ergotamininjektion (5 mg 2 Stunden vor der 
8 sao|— one ey) |__| Insulingabe) stark wirksam wird und hypo- 
8 | sfWotons glykamische Kriimpfe hervorruft. Wir haben 
} haat |W ~~ an der Froschleber gefunden, da8 Ergotamin in 
8 ‘eo NA snd / 0,005 proz. Lésung die Wirkung des Adrenalins 
aN 1/ | stark abschwicht, aber nicht aufhebt. Ein 

= Pay pee solcher Versuch ist in Abb. 1 dargestellt. Diese 
100 _|__| enthalt einen Normalversuch vom 20. Februar 
Zeit in Sturldlen 1923, bei dem 4 Stunden lang 0,7 proz. Kochsalz- 














f Z 3 % lésung durch die Froschleber geleitet wurde 
Abb. 1. (diinn gezeichnete Linie). AuBerdem einen Ver- 
such, bei dem in der dritten und vierten Stunde Adrenalin 1 : 500000 


durch die Leber geschickt wird (unterbrochene Linie). Und endlich 


1) Miculicich, Schmiedebergs Arch.'69, 133, 1912. 
*) Frohlich und Pollack, ebendaselbst 77, 283, 1914. 
8) J. H. Burn, Journ. of physiology\57, 325, 1923. 
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einen Versuch, bei dem in der dritten und vierten Stunde eine Adrenalin- 
josung 1: 500000 durch die Leber lief, welche auBerdem 0,005 Proz. 
Ergotamin enthielt (stark ausgezogene Linie). Der Adrenalinversuch 
ist am 6. Marz, der Adrenalin-Ergotaminversuch am 5. Marz mit Tieren 
genau gleicher Vorbehandlung angestellt. 


Tabelle I. 





Blutzucker in mg in 100 g Blut 


wey Bemerkungen 
Vorher 30’ ° 


1h30' 2h 3h | 4h | 5h 


108 | 95/91 938; — | 124/121 Mengekacindhon 1400 g, 4 mg Ergotamin 
| subkutan 
82.5 | 83 68 85 84 79) — Henguckeninches 1300 g, 7 mg Ergotamin 
: } || subkutan 
89 (82/89 84 90 — Kaninchen 1540 g, 4 mg Ergotamin 
subkutan 
89 |_—/815' 74) 79 83 1500 g Kaninchen, 9 mg athansulfosaures 
Rh: Ergotamin 
100 |84.89 104.102 99 — 1200g Kaninchen, 10mg ithansulfosaures 
Ergotamin 
101 98 89 ~—- | 96; — | 92 1300 g Hungerkaninchen, 25mg iathans 
sulfosaures Ergotamin subkutan 


Nach Dale wirkt das Ergotamin lihmend auf die _,,foérdernden 
Elemente“ des sympathischen Nervensystems. Es lag daher nahe 
zu untersuchen, ob es einen EinfluB auf den Blutzucker des normalen 
Kaninchens hat. In diesem Falle ware festgestellt, daB es eine dauernde 
sympathische Erregung, einen sogenannten Zuckertonus in der Leber 
gibe. Eine Reihe solcher Versuche ist in der Tabelle I wiedergegeben. 
Die Blutzuckerbestimmung geschah nach Bangs Mikromethode. Stets 
wurden mindestens drei Analysen gemacht und daraus das Mittel 
gezogen. Im Durchschnitt zahlreicher Analysen betragt der wahr- 
scheinliche Fehler dabei + 3,5 Proz., die durch Ergotamin erhaltenen 
Abnahmen des Blutzuckers sind mit Ausnahme eines Versuches er- 
heblich gréBer. Das Maximum der Abnahme betragt 17,6 Proz., das 
Minimum 7,7 Proz. Im Durchschnitt aus sechs Versuchen betragt 
die Abnahme 14,1 Proz. des Anfangswertes. Sie tritt regelmafBig in 
allen Versuchen auf, und zwar sowohl beim Kaninchen, das seit 
18 Stunden keine Nahrung mehr erhielt, als auch beim Kaninchen, 
das bis zum Beginn des Versuches fressen konnte. Wahrend der Zucker- 
bestimmungen erhielt das Tier keine Nahrung. Die Wirkung auf den 
Blutzucker ist eine kurzdauernde, nach 2 Stunden ist sie fast immer 
voriiber. In den spiteren Stunden kann Erhéhung, Gleichbleiben oder 
geringes Absinken des anfinglichen Blutzuckergehaltes eintreten. In 
allen Fallen wurde das Ergotamin subkutan gegeben. 

Die ersten drei Versuche sind mit dem weinsauren Ergotamin 
(Gynergen) gemacht. 1 ccm unserer Lésung enthielt 1 mg. Es muBten 
also immerhin nicht unerhebliche Fliissigkeitsmengen (bis zu 7 ccm) 
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injiziert werden. Die spiteren Versuche wurden daher mit atha)- 
sulfosaurem Ergotamin gemacht, das sehr leicht léslich ist. Stets 
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wurde eine bestimmte Menge abgewog«n 
und nach Lésung in Wasser 1 bis 1,5 ccm 
subkutan gegeben. Das athansulfosaure 
Ergotamin ist, wie uns Herr Prof. Stol/ 
mitteilte, auch in Substanz nicht laingere 
Zeit haltbar. Es ist méglich, daB das 
beim letzten Versuche benutzte Priiparat 
bereits zum Teil zersetzt war. Darin liegt 
vielleicht die Ursache, da8B auch diese 
hohe Dose nicht stiirker gewirkt hat als 
um die Halfte. geringere, sowie dafiir, dal} 
auch bei dieser toxischen Gabe keinerlei 
Vergiftungserscheinungen auftraten!). 

In Abb. 2 sind zwei Versuche, die 
zu verschiedenen Zeiten an demselben 
Tiere bei gleichem Ernahrungszustande 
gemacht wurden, wiedergegeben. Die 
obere gestrichelte Kurve ist eine Ergo- 
taminkurve, die untere eine Insulinkurve. 
Man sieht die groBe Differenz zwischen 
beiden. Dagegen kénnen schwiichere In- 
sulindosen gelegentlich ahnliche Kurven 
ergeben wie unsere Ergotaminkurven. 


Beim menschlichen Diabetiker haben wir in einem Falle durch 


tigliche Injektion von 0,5 mg Ergotamin eine deutliche Blutzucker- 
senkung erhalten kénnen (von 220 auf 150 mg pro 100 ccm Blut, Ana- 





Abb. 3. 


lysenmethode: Mikro-Michaelis). Nach Aussetzen der Injektion ging 
der Blutzucker wieder auf die alte Héhe. Der Versuch ist in Abb. 3 


1) Anmerkung bei der Korrektur: Nach brieflicher Mitteilung von 
Herrn Prof. A. Stoll ist eine subkutane Gabe von 25 mg athansulfosaurem 
Ergotamin fiir ein Kaninchen von 1200 g nicht toxisch. 
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dargestellt. In simtlichen anderen untersuchten Fallen von Diabetes 
war keinerlei Beeinflussung des Blutzuckers durch Ergotamin zu er- 
halten (bei Gaben bis zu 2 mg pro die). 

Herrn Prof. A. Stoll in Basel, sowie der chemischen Fabrik vormals 
Sandoz daselbst danken wir bestens fiir ihre Unterstiitzung bei der 
Ausfiihrung dieser Versuche, sowie fiir die Uberlassung der verwendeten 
Praparate. 


Zusammenfassung. 

1 bis 2 Stunden nach Injektion von 5 bis 10 mg Ergotamin pro 
Kilogramm Tier entsteht beim normalen Kaninchen eine Senkung des 
Blutzuckers um 14 Proz. des Normalwertes. Dies spricht dafiir, daB 
die Zuckerbildung in der Kaninchenleber unter einem dauernden 
sympathischen Reize steht (sogenannter Zuckertonus). 
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